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1. Introduccion

El desarrollo de nuevas formulaciones de farmacos implica mdultiples etapas para la industria
farmacéutica, incluida la estabilidad, la cual es definida por la NOM-073-SSA1-2005 como la
capacidad de un farmaco o un medicamento de permanecer dentro de las especificaciones de
calidad establecidas, en el envase que lo contiene durante su periodo de vida util, conservando sus
caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas entre los limites especificados de tiempo®. El objetivo
principal de un estudio de estabilidad es la generacion de evidencia sobre la variacion de la calidad
de una sustancia o formulacion farmacéutica con el tiempo bajo diversos factores ambientales®
esto permite una mejor eleccion de los componentes que constituirdn la formulacion, el
empaguetamiento adecuado, asi como proporcionar las condiciones 6ptimas de almacenamiento y
la fecha de expiracion®, con el fin de asegurar la identidad, efectividad, potencia, inocuidad y
pureza de los productos farmacéuticos hasta el momento de uso.

Los métodos de cuantificacion aplicados a estudios de estabilidad deben ser especificos, es decir,
que sean capaces de cuantificar solo la sustancia de interés, sin interferencia de algun otro
componente o producto de degradacion de la muestra. La cromatografia de liquidos es
ampliamente usada para desarrollar métodos indicativos de estabilidad, posee ventajas sobre otros
en la separacion de todos los compuestos en una sola ejecucion, ademas de permitir la facil

identificacion de impurezas y productos de degradacion®.

El trans-resveratrol (t-RSV) es una fitoalexina polifendlica (3,5,4'-trihidroxiestilbeno) que se
encuentra principalmente en la piel de las uvas rojas®? y en al menos 72 especies de plantas,
cacahuetes, bayas y cacao, es uno de los fitoquimicos mas estudiados debido a su propiedad
cardioprotectora, quimiopreventiva, antioxidante, antiinflamatoria, analgésica, neuroprotectora y

antienvejecimiento?C.

El t-RSV posee una baja biodisponibilidad, lo cual es un obstaculo importante para las aplicaciones
biomédicas, se estan realizando esfuerzos para mejorar su absorcién y disminuir el metabolismo
de la fase 11%, esto es debido a su escasa solubilidad acuosa, estabilidad limitada y extenso

metabolismo hepético. La comunidad de investigacion esta trabajando para resolver estos
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Introduccion

problemas mediante la formulacién de nuevos sistemas de administracion de medicamentos que
estabilizan y protegen al t-RSV**. Algunos estudios han afirmado que t-RSV tiene una estabilidad
limitada bajo la influencia de la luz, niveles de pH bésicos y la temperatura, lo que puede causar
la isomerizacion o degradacion del t-RSV** a cis-resveratrol (c-RSV). El c-RSV no se encuentra
de forma natural, se puede obtener del trans-resveratrol por exposicion a la luz solar, o por

radiacion ultravioleta (UV) a longitudes de onda de 254 nm o0 366 nm*.

La mayoria de los métodos analiticos reportados para la identificacion y cuantificacion del t-RSV
son en vino o estudios farmacocinéticos y se basan en cromatografia de gases, con detectores de
espectrometria de masas, absorcion ultravioleta en tandem y fluorimetria®. Sin embargo, algunas
desventajas de estos métodos son sus costos altos en equipo y tiempos de retencion largos. Por el
contrario, en los informes de cromatografia de liquidos de alta resolucion: ultravioleta/visible
(HPLC-UV/VIS) que han tratado sobre el desarrollo de formulaciones solo abordan el desarrollo
de método analitico, pero no la validacion de este.

El presente trabajo de investigacién busca desarrollar y validar un método confiable mediante
HPLC acoplado a DAD que permita establecer la estabilidad de trans-resveratrol en una
formulacién parenteral ante la presencia de su isémero (cis-resveratrol), y/o sus productos de

degradacion.
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2. Marco teorico

2.1. Generalidades de Resveratrol
2.1.1. Caracteristicas fisicoquimicas?®

Numero de registro CAS: 501-36-0

Nombre guimico: 5-[(E)-2-(4-hidroxifenil) etenil] benceno-1,3-diol

Otros Nombres: resveratrol; trans-resveratrol; 3,4', 5-stilbenetriol; 3, 4',5 trihidroxiestilbeno;

(E)-5-(p-Hydroxystyryl) resorcinol.

Formula condensada: C14H1,03

Formula estructural:

OH

HO N

OH

Figura 1. Estructura quimica de trans-resveratrol®>.

Peso molecular: 228.247 g/mol

Solubilidad: 3 mg/100 mL en agua; 65 mg/mL en etanol, 100 mg/mL dimetilsulfoxido y

dimetilformamida: 100 ug/mL en solucion salina tamponada con fosfato a pH 7.2,

Constante de disociacion en fenol: pka 1=8.99, pka 2=9.63, pka 3=10.64

Coeficiente de particion octanol/agua: Log P=3.10
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Apariencia: Solido cristalino color blanco.

Punto de fusion: 254°C

Sequridad quimica: Irritante ocular, respiratorio y en piel.

Espectro de absorcién UV: Méaximos de UV a 218, 307, 321 nm

150 ]

125 ]

100

Absorbancia
pr-

25 ]

2000 2250 2800 2750 3000 3250 3500 3750 nm
Longitud de onda (nm)

Figura 2. Espectros de absorcion UV/VIS de resveratrol?®.

Productos de degradacion: Rodriguez-Cabo et al®® , en 2015 investigaron sistematicamente las

rutas de transformacion del trans—resveratrol por medio de LC-MS (Figura 3), mediante su
exposicion a diferentes fuentes ultravioletas (UV) y a la luz solar, proponiendo que el primer paso
consiste en la isomerizacion entre las formas trans y cis, posteriormente ambos isémeros sufren
una hidroxilacion del doble enlace entre los dos anillos fendlicos que generan los TP23 'y TP24, lo
que podria evolucionar hacia las cetonas correspondientes (TP25 y TP26) y sus especies de
escision (TP21 y TP22). Una ruta de transformacion menor es la hidroxilacion directa de trans-
resveratrol para producir piceatannol (TP41). Una ruta de reaccién mas favorable y competitiva

implica una ciclacion intramolecular, probablemente a partir del isomero cis-resveratrol, para
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generar el 2,4,6-trihidroxifenantreno (TP31). Este compuesto evoluciona a través de otras
reacciones de hidroxilacion aromatica que producen derivados de fenantreno adicionales como
TP32 y TP33 (dos isdbmeros). Alternativamente, TP32 puede sufrir una reaccion de oxidacion y
formar una diquinona (TP34) que se puede hidroxilar, probablemente en el anillo no quinona, lo
que lleva a TP35 (tres isomeros) y TP36. Bajo irradiacion solar, se notd una 4% ruta de
transformacion. Condujo a una reorganizacion molecular y a la formacion de un anillo de naftaleno
dihidroxilado unido a un grupo butenona, la resveratrona (TP12), que probablemente surge de cis-

resveratrol®®.

trans-Resveratrol
N

cis-Resveratrol
o,.
O OH lsomenzaaon \ ‘ g
Hidroxilacién O oH TP12
5 del dobie cis-Ciclacion
Resveratrona
Ol

H on Hidroxilacién OH

Hidroxilacié
= I OH OH

HO HO Hidroxilacion HO HO OH
HO oM + Oxidacion P32

TP41 TP23 + ™3
Piceatannol O Hidroxilacién

. TP24 i~ Q
Oxidacién =
HO HO OH

OH
g4
HO %
P26 O OH s\:\gj%:}:o
HO , O Esclsmn )[jl D/u\ HO HO rpsg
TP25 O O OH (HORZ \
HO Q P22 'er1

TP36

Oxndacnénl

Hidroxilacidnl

Figura 3. Propuesta de ruta de degradacion de resveratrol®.
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El estudio de Zupancic et al, en 2015 (Figura 4), muestra que la exposicion t-RSV a la luz UV de
A=366 nm, da como resultado la isomerizacion, en donde su maximo de absorcion disminuye a
306 nm y un nuevo pico aumentd a 287 nm, representando el maximo de c-RSV en un tiempo de
46.2 horas. Por otro lado, a pH=9, causé la degradacion de t-RSV, en donde su maximo de
absorcion también disminuyd y la absorbancia aumenté a 265 nm, mostrando dos compuestos de
degradacion, los cuales tuvieron menores tiempos de retencion debido a su naturaleza mas
hidrofila y se absorbieron a 268 y 274 nm para HPLC, y a 267 y 279 nm para UPLC*,

UvivIs HPLC UPLC
trans-RSV trans-RSV
degradation " degradation ;
products cis-RSV products ROV
> 110 04 |
g g
g 70
] 0.2
P 30 4
-10 0.0
0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12
09 0.3
S5 g B
B | 506 2 202
=0 ¢ © 30 - 9
[TiT] o ] =1
£Eo| 403 e % 01
guw| < 10 -
0 r T y " 0.0
240 306 100 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12
06 9
5 E 0.04 -
55 04 6 - 0.03 -
Sg
g% 02 3 0.02 -
0.01 -
0l 5 LU L _
240 306 0 3 6 9 12 15 -001 ¢ 3 6 9 12
g Wavelength (nm) Time (min)
-.E g 24 12 29 [ 0.04 | 02
S 2 2 0.10 -
32 <18 /\ 19 | 2
% 212 vV ¢ | 9005 002 &
35 el : 5
85 0 +—— =Ny — | 4 - 0.00 =000 =00 -
'ﬁ 240 306 240 306 240 306 240 306 240 306 240 306
w Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figura 4. Los espectros y cromatogramas UV/Visible, HPLC y UPLC de t-RSV estandar*.
Los cromatogramas de HPLC y UPLC se obtuvieron a 306 nm. Los espectros de dos productos
principales de degradacion (rojo y verde), t-RSV (violeta) y c-RSV (naranja) se extrajeron de sus

tiempos de retencion (unidades de absorbancia AU)*.
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Gaspar Tosatoa et al'3, en 2018 muestra como se ve afectado el espectro de t-RSV ante una
radiacion de luz UV, A=365 nm, presentando cambios en el espectro de absorcién de la solucion
hasta aproximadamente 35 minutos y despues de ese tiempo el espectro permanecio invariable y
bastante similar al informado para el c-RSV (Figura 5 (a)). Posterior a los 35 minutos, 25 minutos
mas tarde se observaron aumento de absorbancia entre 200-300 nm y en 350-450 nm,
disminuyendo la concentracién de t-RSV y de c-RSV, esta absorbancia fue identificada para el
compuesto conocido como resveratrona, el cual es un producto de degradacion de c-RSV, que solo

tiene lugar en soluciones de etanol, pero no en agua®® (Figura 5 (b)).

. 0.8
LT
o 06
m trans-resveratrol m
E 1.0 - ﬂ E
_‘.5 _fE“ 0.4 1
0 'a_.--"-‘:;.l 0
m[} 5 1 | o )
g ’ o Tow g 0.2 -
cis-resveratrol
=351 in
0.0 1 : 1 . 1 1 0.0 : - : .
200 250 300 350 400 450 300 200 250 300 350 400 450 500

A (nm) A (nm}

Figura 5. Degradacion del espectro de absorcion de t-RSV causada por luz UV, 1=365 nm*3,

Esmeralda Mota Lugo



) %ﬂ@ Marco tedrico

2.1.2. Caracteristicas terapéuticas

Farmacologia:

Varios estudios realizados en los ultimos afios han demostrado que el resveratrol puede prevenir o
retrasar la progresion de una amplia variedad de enfermedades humanas, incluido el cancer, las
enfermedades cardiovasculares (ECV) y las lesiones isquémicas, asi como para mejorar la
resistencia al estrés y prolongar la vida ttil*!. Se ha demostrado que el resveratrol posee un potente
efecto antioxidante contra las especies reactivas de oxigeno y el estrés oxidativo. Una de las
primeras propiedades descubiertas del resveratrol fue que la induccion de enzimas antioxidantes
modula el metabolismo de los lipidos al tiempo que atenda la peroxidacion hepética de los mismos,
esto mediante la prevencion de la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad, ademas de tener
una alta capacidad para eliminar los radicales de hidroxilo en la peroxidacion de lipidos®. Se ha
demostrado sistematicamente que el resveratrol inhibe la degradacion de proteinas y atenta la
atrofia de las fibras musculares esqueléticas al inhibir la activacion y translocacion del factor
nuclear kappa beta al niicleo, a través de la inhibicion de la quinasa I-kB°. También el resveratrol
es capaz de inducir antioxidantes celulares y enzimas de fase 2, reduce la generacion de H.O; a
través del aumento de los niveles de glutation reducido y asimismo normaliza los niveles de la
reductasa de glutation oxidado y las actividades de mieloperoxidasa®'. Las propiedades
antinflamatorias del resveratrol son debido a que causa la inhibicion transcripcional de la
ciclooxigenasa 2, asi como otro jugador importante en la carcinogénesis, la ornitina
descarboxilasa, mediante la inhibicion de la proteina C quinasa®. También se le atribuye actividad
vasodilatadora, causada por la inhibicion de la actividad de la NADH/NADPH oxidasa vascular,
lo que conduce a una reduccion en la produccion de superoxido basal y, en consecuencia,
disminucion de la inactivacion del 6xido nitricol. Otro efecto es la reduccion del estrés oxidativo,
ya que disminuye la expresion de ARNm de la proteina de shock térmico de 70 KDa hepatica,
alivia la lesion hepatica evidenciada por la disminucion en suero de aspartato aminotransferasa y
alanina aminotransferasa, disminuye la concentracion del factor de necrosis tumoral hepatica alfa

y regula la expresion génica hepatica relacionada con la inflamacion®.
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Metabolismo:

Hay pocos estudios reportados sobre el metabolismo de resveratrol en el organismo, pero Colom
et al, en 2011, propone que después de la administracion de resveratrol por via oral entra
rapidamente en el epitelio intestinal. Una vez en el enterocito, se metaboliza altamente a glucuro
y sulfo conjugados que se excretan a la luz intestinal, mientras que el metabolismo en el higado
representa una extensa glucuronidacion y sulfatacion a través de las enzimas
glucuronosiltransferasa y sulfotransferasa, respectivamente trans-resveratrol y sus conjugados se
acumulan significativamente en este érgano y se excretan ain mas en la bilis, lo que lleva a la
recirculacion enterohepatica. Todos estos procesos influyen en la distribucion a tejidos y posterior
eliminacion del organismo’. Por otro lado, otro estudio demostrd que el trans-resveratrol-3-O-
glucurdnido es el metabolito primario del resveratrol en el higado humano, y que el trans-
resveratrol-3-O-glucurénido y el trans-resveratrol-3-sulfato son metabolitos significativos en la
orina de ratas y en el suero de ratones, y estan formados por hepatocitos, ademas de que no se

detectaron metabolitos de la fase | del resveratrol, como oxidaciones, reducciones o hidrélisis®.

Toxicidad de resveratrol en ratas

Se tiene reportado que a dosis de 1000 mg/kg de peso en ratas causa un aumento de peso en
hembras y un nimero elevado eritrocitos en machos, mientras que en dosis de 3000 mg/kg de peso
aumentaba los signos clinicos de toxicidad, causando pérdida de peso, valores elevados de balance
de nitrogeno ureico, creatinina, fosfatasa alcalina, alanina aminotransferasa, bilirrubina total y
albimina, valores reducidos de hemoglobina, hematocrito, recuentos de glébulos rojos y aumento
de los recuentos de células blancas, dafio renal grave®. Por otro lado, el consumo repetido de trans-

resveratrol a 20 mg/kg/dia no afecta negativamente a las variables probadas en ratas?.
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2.2. Conceptos de estabilidad
2.2.1. Definicion de estabilidad

La OMS define a la estabilidad como la capacidad de un producto farmacéutico para conservar sus
propiedades quimicas, fisicas, microbioldgicas y biofarmacéuticas dentro de limites especificados,

a lo largo de su tiempo de conservacion®3,

En la ICH Q1 la estabilidad se define como la capacidad de un farmaco o medicamento para
permanecer dentro de las especificaciones establecidas para asegurar su identidad, potencia,
calidad y pureza durante el periodo de reanalisis o de caducidad?®.

En México, la definicion es dada por la NOM-073-SSA1-2005, la cual cita que la estabilidad es la
capacidad de un farmaco o un medicamento de permanecer dentro de las especificaciones de

calidad establecidas, en el envase que lo contiene durante su periodo de vida Gtil*.

La estabilidad es el lapso de tiempo desde la preparacion inicial hasta el acondicionamiento del
producto durante el cual la forma dosificada continda cumpliendo con las especificaciones

presentadas en la monografia, con respecto a la identidad, pureza, calidad y potencia*!.

2.2.2. Factores que influyen en la estabilidad

La estabilidad de los productos farmaceuticos depende de factores ambientales, tales como la
temperatura, la humedad y luz ambiental, por otra parte, de factores relacionados con el producto,
por ejemplo, las propiedades quimicas y fisicas de la sustancia activa y de los excipientes
farmacéuticos, la forma farmacéutica y su composicion, el proceso de fabricacion, la naturaleza

del sistema de cierre del envase y las propiedades de los materiales de envase®,

Esmeralda Mota Lugo
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Tabla 1. Factores que influyen en la estabilidad de un producto farmacéutico®.

Ambientales Relacionados con el producto

Desarrollo microbiano Propiedades fisicoquimicas del APl 'y de los

Humedad excipientes (presencia de impurezas, forma
Temperatura cristalina, tamafio de particulas, etc.)
Oxigeno Forma farmacéutica y composicién
Luz Proceso de fabricacion

Vibracién/Congelamiento Naturaleza del contenedor o envase

2.2.3. Definicion de estudios de estabilidad

Los estudios de estabilidad se definen como pruebas que se efectian a un farmaco o a un
medicamento por un tiempo determinado, bajo la influencia de temperatura, humedad o luz en el
envase que lo contiene®. Otra definicion de estudios de estabilidad es que son serie de pruebas
concebidas para obtener informacion sobre la estabilidad de un producto farmacéutico, a fin de
definir su tiempo de conservacion y su periodo de utilizacion en determinadas condiciones de

envase y almacenamiento®3,

El objetivo de los estudios de estabilidad es proporcionar evidencia documentada de como la
calidad de un farmaco o un medicamento varia con el tiempo, bajo la influencia de factores
ambientales como: temperatura, humedad o luz, ademas de que permiten establecer las

condiciones de almacenamiento, periodos de reanalisis y vida Gtil*°.
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2.2.4. Tipos de estudios de estabilidad

Estudios de estabilidad acelerada: Son estudios disefiados bajo condiciones exageradas de

almacenamiento para incrementar la velocidad de degradacion quimica, bioldgica o los cambios
fisicos de un farmaco o de un medicamento®. Es decir, son estudios ideados para aumentar la tasa
de degradacion quimica y de alteracién fisica de un medicamento sometiéndolo a condiciones
drésticas de almacenamiento, para posteriormente evaluar los efectos quimicos a largo plazo en
condiciones no aceleradas y para determinar los efectos de las desviaciones a corto plazo de las

condiciones de almacenamiento sefialadas en la etiqueta®,

Estudios de estabilidad a largo plazo: Estudios disefiados bajo condiciones de almacenamiento

controladas para evaluar las caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas, microbiol6gicas o
biofarmacéuticas del farmaco o del medicamento durante el periodo de reanalisis o de caducidad,
respectivamente®®. Estos experimentos son realizados durante y mas alla del tiempo de
conservacion y el periodo de almacenamiento previstos, se hacen en muestras mantenidas en
condiciones de almacenamiento semejantes a las que habra en el mercado al que van destinadas.
Estos resultados se utilizan para determinar el tiempo de conservacion, confirmar el tiempo de

conservacion previsto y recomendar las condiciones de almacenamiento®.

Esmeralda Mota Lugo
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2.3. Generalidades de métodos analiticos indicativos de estabilidad
2.3.1. Definicion de método analitico indicativo de estabilidad

La estabilidad quimica de las moléculas farmacéuticas es un motivo de gran preocupacion, ya que
afecta a la seguridad y eficacia del medicamento®. EI método analitico indicativo de estabilidad es
definido como un método analitico cuantitativo para un farmaco o un medicamento, capaz de
distinguir cada ingrediente activo de otras sustancias y de sus productos de degradacion®. Segun
un documento de orientacion de la FDA, un método analitico indicativo de estabilidad es un
procedimiento analitico cuantitativo validado que se puede usar para detectar cbmo la estabilidad
de las sustancias y los productos farmacoldgicos cambia con el tiempo?®.

2.3.2. Degradacion forzada

La capacidad del método para monitorear un cambio en las propiedades quimicas del medicamento
a lo largo del tiempo invariablemente requiere un estudio de degradacion forzada que se realizara

en la sustancia y el producto farmacolégico®.

La degradacion forzada es un proceso que implica la descomposicion de productos y sustancias
farmacéuticas en condiciones mas severas que las condiciones aceleradas y, por lo tanto, genera

productos de degradacion que pueden estudiarse para determinar la estabilidad de la molécula.

2.3.3. Estudios de degradacion forzada

Los estudios de degradacion forzada ayudan a generar productos de degradacién en un periodo de
tiempo mucho més corto, en su mayoria unas pocas semanas. Las muestras generadas a partir de
la degradacion forzada pueden usarse para desarrollar el método de indicacion de estabilidad que
puede aplicarse mas tarde para el analisis de muestras generadas a partir de estudios de estabilidad
acelerado y a largo plazo®. Los estudios de degradacion forzada deben evaluar la estabilidad de la
sustancia farmacéutica en diferentes soluciones de pH, en presencia de oxigeno y luz, y a
temperaturas elevadas y diferentes niveles de humedad®’. En la figura 6 se muestra un protocolo

general de las condiciones de degradacion utilizadas para sustancias y productos farmacologicos,

Esmeralda Mota Lugo
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mientras que algunas condiciones utilizadas para estudios de degradacidn forzada se presentan en
la Tabla 2.

Estudios de degradacion forzada

Producto
Farmacologico

Sustancia
Farmacolgica

Sdlido "
Solucién/ Solido Solucién/
Suspension Semisolido Suspension
Fotolitico Acido/Base Fotoliico Fotolitico Fotolitico
Térmico Hidrdlisis Térmico Térmico Térmico
Térmico/Humedad Oxidativo Térmico/Humedad Térmico/Humedad Oxidativo

Oxidativo

Figura 6. Esquemas de condiciones de estrés utilizadas para la degradacion de la sustancia y el
producto farmacoldgico®.

2.3.4. Aplicacion de los estudios analiticos indicativos de estabilidad

Estos estudios ademas de establecer la especificidad también proporcionaran informacion de®”:

e Discernimiento de los productos de degradacion en formulaciones que estan relacionadas con
sustancias farmacoldgicas en comparacion con aquellas que estan relacionadas con sustancias
no farmacologicas (por ejemplo, excipientes).

e Elucidacion de la estructura de los productos de degradacion.

e Determinacion de la estabilidad intrinseca de una molécula de sustancia farmacéutica en
solucion y estado sélido.

e Revelan el mecanismo de degradacion termolitica, hidrolitica, oxidativa y fotolitica de la
sustancia farmacoldgica y el producto farmacologico.

e Para generar formulaciones mas estables.

Esmeralda Mota Lugo
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Tabla 2. Condiciones utilizadas principalmente para estudios de degradacion forzada®’

Tipo de Condicion Condicion de Tiempos de
degradacion Experimental almacenado muestreo
Control API
(sin acido o base)
HCI0.1 M
HCI 0.1 M Control
Hidrolisis (sin API) 40°C, 60°C 1, 3y5dias
NaOH 0.1 N
NaOH 0.1 N Control
(sin API)
pH: 2,4,6,8
H.0, al 3%
Perdxido control 25°C, 60 °C
(sin API)
Oxidativo Azobisisobutironitrilo 1, 3y5dias
(AIBN) 40 °C, 60 °C
AIBN control
(sin API)
Luz1xICH
Fotolitico Luz 3x ICH No Aplica 1,3y5dias
Luz Control
60° C
, 60° C /75% RH
Camara de calor S
Térmico/Humedad 80" ¢ 1, 3y 5dias
80° C /75% RH
Control de calor Temp(_aratura
ambiente

Esmeralda Mota Lugo
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2.4. Conceptos de cromatografia
2.4.1. Fundamento de cromatografia

La cromatografia se define como la técnica fisica de separacion en la que los componentes de una
muestra se distribuyen entre dos fases: una de ellas permanece fija (fase estacionaria), mientras
que la otra se mueve (fase movil) en contacto con ella en una direccion definida®. El término
"cromatografia™ abarca aquellos procesos destinados a la separacion de las diversas especies de
una mezcla en funcién de sus caracteristicas de distribucion entre una fase estacionaria y una
movil®. En la Figura 7 se representa el proceso cromatografico, en donde la fase movil es la
encargada de transportar los solutos a través de la fase estacionaria. Asi, los componentes que sean
retenidos con mayor fuerza por la fase estacionaria iran mas lentos, por el contrario, los que sean
retenidos con menor fuerza, avanzaran a mayor velocidad transportados por la fase mdvil. La
velocidad de migracion de los analitos en la fase moévil a su paso a través de la fase estacionaria

provoca la separacion de los compuestos?®.

Fase Estacionaria »

Velocidad de
» . migracian
[ ] *

Analitn\.

Fase Movil —»

el o o

Figura 7. Representacion de la técnica de cromatografia’®.

2.4.2. Tipos de cromatografia

Los tipos de cromatografia se definen esencialmente de acuerdo con la naturaleza de las
interacciones entre el soluto y la fase estacionaria, que pueden surgir del enlace de hidrégeno, las
fuerzas de Vander Walls, las fuerzas electrostéaticas, las fuerzas hidréfobas o basarse en el tamafio

de las particulas®.
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Existen distintos criterios para clasificar los métodos cromatogréaficos (Tabla 3):

e Segun el estado fisico de las fases
e Segun el mecanismo de separacion
e Segun la disposicion o configuracion de la fase estacionaria

e Considerando las polaridades relativas de las fases

Tabla 3. Tipos de cromatografia®®.

. . . . Técnica Proceso
Fase Estacionaria Fase Mavil e e
Cromatogréfica Cromatogréfico
L. Absorcién
C. de liquidos bso .Clc.), .
. ] Intercambio i6nico
Liquida Capa Fina -
s6lida Columna Exclusion Molecular
Afinidad
Gas Capa Fina Absorcién
Columna
C. de liqui
. q‘?'dos Reparto
Liquida Capa Fina .
. Afinidad
Liquida Columna
Gas C. de gases Reparto
Columna

Cromatografia sequn el estado fisico de las fases:

e Cromatografia Gas-Liquido: utiliza como fase mdvil un gas y en fase estacionaria un liquido®®.
e Cromatografia Gas-Sélido: utiliza como fase mévil un gas y en fase estacionaria un sélido®.
e Cromatografia Liquido-Liquido: la fase movil, al igual que la fase estacionaria, es un liquido®®.

e Cromatografia Liquido-Sélido: la fase movil es un liquido y la fase estacionaria un sélido*®.

Esmeralda Mota Lugo 17
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Cromatografia sequn el mecanismo de separacion

Cromatografia de adsorcion: los componentes de la muestra son retenidos mediante adsorcion
selectiva en la superficie de un sélido de elevada superficie especifica que constituye la fase
estacionaria. Las moléculas de soluto y disolvente (fase movil) compiten por las posiciones en

el adsorbente. Este mecanismo es el méas habitual en cromatografia liquido-solido?®.

e AMAAA
P 900000

-
e »

|

Figura 8. Proceso de cromatografia de adsorcion®®.

Cromatografia de reparto: la fase estacionaria es un liquido que se encuentra impregnando un
soporte solido. El soluto se reparte entre la fase estacionaria liquida y la fase movil de acuerdo
con su solubilidad en cada una de ellas®®.

AAAAA
|

Figura 9. Proceso de cromatografia de reparto®.

Cromatografia de intercambio i6nico: La fase estacionaria es un solido que contiene grupos
cargados positiva 0 negativamente, teniendo la capacidad de separar especies ionicas. Los
solutos de carga opuesta a la fase estacionaria son atraidos por ésta mediante fuerzas
electrostaticas’®. La matriz tiene una carga i6nica opuesta a la de la molécula que se va a
separar, y la afinidad de la molécula a la columna se logra con enlaces ionicos. Las matrices
de intercambio i6nico cargadas positivamente se denominan matrices de intercambio aniénico
y adsorben proteinas cargadas negativamente. Mientras que las matrices unidas con grupos
cargados negativamente se conocen como matrices de intercambio cationico, y adsorben

proteinas cargadas positivamente®,
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Figura 10. Proceso de cromatografia de intercambio idnico®®.

Cromatografia de exclusion molecular: en este tipo de separacién cromatogréfica la fase
estacionaria esta constituida por un polimero entrecruzado de tamafio de poro definido. Las
moléculas grandes, no compatibles con el tamafio de poro, siguen su avance, mientras que las
mas pequefias quedan retenidas en los intersticios del gel. Es Util para especies neutras de alto

peso molecular realizandose la separacion en funcion de su tamafio®®.

Figura 11. Proceso de cromatografia de exclusion molecular?®,

Cromatografia de afinidad: permite la separacion de mezclas por su interaccion especifica con
un determinado ligando de actividad: enzima-sustrato, antigeno-anticuerpo®®. Esta técnica de
cromatografia se utiliza para la purificacion de enzimas, hormonas, anticuerpos, acidos

nucleicos y proteinas especificas®.

VIR

——

Figura 12. Proceso de cromatografia de afinidad®.
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Sequn la disposicion o configuracion de la fase estacionaria

Cromatografia en columna: la fase estacionaria se encuentra empaquetada en el interior de
una columna generalmente fabricada en acero, polimero o vidrio®®. Esta técnica se utiliza para
la purificacion de biomoléculas. En una columna, primero se aplica la muestra a separar, luego
se aplica el tampdn de lavado. Se garantiza su flujo a través del material de la columna interior
colocado sobre un soporte de fibra de vidrio. Las muestras se acumulan en la parte inferior del

dispositivo de forma dependiente del tiempo y del volumen?.

Figura 13. Proceso de cromatografia en columna®®.

Cromatografia plana:

- Cromatografia en capa fina: la fase estacionaria esta extendida sobre un soporte sélido
inerte. La muestra para analisis se aplica por medio de un tubo capilar sobre la superficie
de una capa fina adsorbente en forma de banda o punto®.

- Cromatografia en papel: se denomina de esta forma a la cromatografia plana que emplea
celulosa como fase estacionarial®. En este método, un papel de filtro grueso comprendia
el soporte, y las gotas de agua asentadas en sus poros formaban la "fase liquida”
estacionaria. La fase movil consiste en un fluido apropiado colocado en un tanque de

revelado®.
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Figura 14. Cromatografia plana®®.

Considerando las polaridades relativas de las dos fases

Cromatografia en fase normal: En esta modalidad la fase estacionaria es mas polar que la
fase movil. Normalmente la columna esta rellena con una silice enlazada a un resto
organico que posee un grupo polar (cianos, dioles, aminos). La polaridad de este grupo
controla la selectividad de la fase estacionaria. La elucion se lleva a cabo con disolventes
0 mezcla de disolventes de polaridad inferior a la fase estacionaria (dietiléter, cloroformo
0 n-hexano)*®. La interaccion que surge entre el analito y la fase estacionaria se caracteriza
por un enlace débil: dipolo inducido por dipolo, dipolo-dipolo, enlaces de hidrégeno o
union t-compleja. La fuerza de las interacciones depende no solo de los grupos funcionales
en la molécula de muestra sino también de factores estéricos®.
Cromatografia en fase inversa: En este caso la fase estacionaria es menos polar que la fase
movil y es la habitualmente utilizada en la mayoria de las aplicaciones. Como relleno para la
fase estacionaria se emplean cadenas hidrocarbonadas de distinta longitud, tal como C8 0 C18,
quimicamente unidas a una base de silice. La fase movil suele estar constituida por un
disolvente o0 mezcla de disolventes de elevada polaridad. El papel de la fase movil en este tipo
de cromatografia es de gran importancia, ya que con s6lo uno o dos tipos de fases estacionarias
y modificando la naturaleza y composicién de la fase mévil, pueden obtenerse separaciones

que van desde hidrocarburos alifaticos hasta separaciones de enantiomeros®®.
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2.5. Generalidades de la cromatografia liquida de alta resolucion
2.5.1. Cromatografia de liquidos de alta resolucién

La cromatografia liquida (HPLC), es una técnica utilizada para separar los componentes de una
mezcla. Consiste en una fase estacionaria (columna) y una fase mavil. La fase estacionaria es silice
que se ha tratado con RMe,SiCl, donde R es una cadena alquilica como CnH2n+1. La fase movil
actia de portador de la muestra. La muestra en solucion es inyectada en la fase movil. Los
componentes de la solucién emigran de acuerdo con las interacciones no covalentes de los
compuestos con la columna. La muestra es forzada a pasar a través de una columna por la fase
movil a elevada presion, lo que disminuye el tiempo que los componentes separados permanecen
en la fase estacionaria, por lo tanto, el tiempo de difusion dentro la columna. Estas interacciones
quimicas, determinan la separacion de los contenidos en la muestra, que seran identificados por el

detector, el cual dependera de la naturaleza de los compuestos a determinar?®,

Cabe aclarar que HPLC, UPLC (Cromatografia de liquidos de ultra resolucion) y el UHPLC
(cromatografia liquida de resolucion ultra alto), tienen el mismo fundamento, pero se diferencian
en el tamafio de particula y la presién ejercida en el sistema cromatografico. La mayoria de los
métodos de HPLC se desarrollan en particulas de 2.5 a 5 micrones de tamafio, mientras que en
UPLC y UHPLC las particulas son menores o igual a 2 micras; Las particulas menores de 2
micrones requieren una presion mas alta para funcionar, por lo que los sistemas UHPLC o UPLC
deben ser capaces de funcionar por encima de 6.000 PSI, que suele ser el limite superior de las
HPLC convencionales. Dado que las particulas sub-2 micras son tan pequefias, la trayectoria de
difusion entre los analitos de la muestra y la fase estacionaria es mas corta y la eficiencia es mayor.
El UHPLC opera en el rango de 20,000 psi. Ofrecen tasas de eficiencia mas altas que los sistemas

UPLC, aunque también son propensos al bloqueo*?.
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2.5.2. Equipo de HPLC

Columna Computadora
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tratamiento de datos

dela Muestra
fase movil
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Sistema de liberacion
de la fase movil

Detector

Residuos

Figura 15. Componentes del equipo de HPLC™.

Un cromatdgrafo consiste en un sistema compuesto de un reservorio de fase movil, una bomba de
alta presion, un sistema de introduccion de muestra, la columna cromatogréafica y, a continuacion,
el acoplamiento de un sistema de deteccion y de un sistema de adquisicion y tratamiento de datos

que permita visualizar la separacion®® (Figura 15).

Reservorio de fase movil

Los depdsitos que van a contener la fase movil que se va a utilizar en el sistema cromatografico
deben estar fabricados en un material inerte a la posible reaccidn con la fase mdvil. Habitualmente,
consisten en un reservorio de borosilicato equipado con un tapon perforado y un tubo flexible para
la adecuada conexion al sistema de bombeo. Por el otro extremo, el tubo de conexidn sumergido
en el recipiente de fase movil acaba en un filtro de 2 um de tamafio de poro con el fin de prevenir

la entrada en la bomba de particulas en suspension®®.
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Sistema de liberacion de la fase mévil

El sistema de bombeo es un componente critico del sistema cromatografico cuya mision es hacer
pasar un caudal constante de fase movil a través de la columna cromatografica. Por tanto, la calidad
de una bomba en HPLC se mide atendiendo a la reproducibilidad y constancia del caudal

suministrado®. En general, los sistemas de bombeo deben cumplir los siguientes requisitos:

e Estar fabricados de materiales quimicamente inertes a la fase movil.

e Generar presiones por encima de 6000pSi (=400 atm).

e Suministrar un caudal libre de pulsaciones o llevar un sistema amortiguador de las mismas.
(las pulsaciones no afectan a la separacion en si, pero contribuyen al ruido del detector y,
por tanto, disminuyen la sensibilidad)

e Proporcionar caudales adecuados para diferentes tipos de columnas. Normalmente se
exigen caudales de 10 pL/min a 10 mL/min.

e Suministrar caudales reproducibles a lo largo del tiempo ya que de ello depende la
reproducibilidad de los tiempos de retencién.

e Los cabezales de la bomba deben tener pequefio volumen para facilitar y llevar a cabo

cambios rapidos en la composicion de la fase movil.

Sistema de desgasificacion de disolventes

Los componentes de la fase mévil deben desgasificarse y filtrarse antes de su uso. Se emplean
varios métodos para eliminar los gases disueltos en la fase mavil. Incluyen calentamiento y
agitacion, desgasificacién al vacio con un aspirador, filtracion a través de filtros de 0,45,
desgasificacion al vacio con una membrana soluble en aire, purificacion por helio, ultrasonidos o
purga o combinacion de estos métodos. Los sistemas de HPLC también cuentan con un sistema de

desgasificacion en linea, que elimina continuamente los gases disueltos de la fase movil®,

Sistema de elucién de gradiente

Las columnas de HPLC pueden ejecutarse isocraticamente, es decir, con eluyente constante o
pueden ejecutarse en el modo de elucién en gradiente en el que la composicién de la fase movil

varia durante la ejecucion. La elucion gradual es un medio para superar el problema de tratar con
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una mezcla compleja de solutos. Este sistema tiene relacion directa con el sistema de bombeo de

la fase movil®.

Sistemas de inyeccién de muestra

Los sistemas de introduccion de muestra se situan entre el sistema de bombeo y la columna
cromatografica. Son montajes disefiados para introducir un volumen de muestra liquida en el
sistema hidrodindmico de alta presién. Es un elemento fundamental en el cromatografo de liquidos
y de su buen funcionamiento depende la correcta cuantificacion de los picos y su resolucion®®. Dos
medios para la introduccion del analito en la columna son la inyeccién en una corriente que fluye
y una inyeccién de detencion del flujo. Esta técnica se puede utilizar con una jeringa o una valvula
de inyeccidn. El inyector automatico es una version controlada por microprocesador del inyector

universal manual®. El sistema de inyeccion debe cumplir los siguientes requisitos™®:

e Introducir la muestra dentro del sistema, en una banda cromatografica lo méas estrecha
posible, originando la minima dispersion de la muestra.

e Poder introducir volimenes pequefios (del orden de microlitros) y poder variar dicho
volumen facilmente.

e Debe ser inerte al ataque quimico

e Ser capaces de trabajar a presiones elevadas.

e Proporcionar resultados reproducibles, tanto en la cantidad de muestra inyectada como en
el ensanchamiento gue originan en la banda cromatogréfica.

e Su funcionamiento no debe alterar las caracteristicas hidrodindmicas del sistema: no

interrumpir el flujo y no variar momentaneamente ni la presion ni el caudal.
Columnas

La columna cromatogréfica es la parte esencial del cromatografo de liquidos ya que en ella tiene
lugar la separacion o discriminacion entre analitos e interferentes. Por tanto, debe dedicarse una
atencion especial al material que se elige como relleno de la columna y también a la influencia de
los parametros de la columna sobre su eficacia®®. La silice (SiO2, H20) es la sustancia mas utilizada

para la fabricacion de materiales de embalaje, que consiste en una red de enlaces de siloxano en
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una estructura tridimensional rigida que contiene poros interconectados, por lo tanto, existe una
amplia gama de productos comerciales con superficies que van desde 100 a 800 m?/g y tamafios

de particula de 3 a 50 pm®.
Tipos de columnas

Un parametro generalmente elegido para clasificar las columnas es su didmetro interno (dc).

Atendiendo a este criterio se pueden encontrar®®:

e Columnas preparativas (dc > 10 mm).
e Columnas semipreparativas (5 mm< dc < 10 mm).
e Columnas analiticas (2 mm< dc <5 mm).
e Microcolumnas, que engloban:
- Columnas de pequeio diametro, conocidas como “microbore” con didmetros internos
comprendidos entre 0.5 mm< dc < 2 mm y estructura similar a las columnas analiticas.
- Columnas capilares rellenas, en las que el relleno se encuentra en el interior de un tubo
de silice fundida de dc < 0.5 mm, generalmente entre 40 y 400 pum.
- Columnas capilares abiertas, cuya estructura es similar a la de las columnas capilares
de cromatografia de gases, con una capa de fase estacionaria depositada
homogéneamente sobre la pared interior de un capilar de silice fundida de diametro

interno entre 3-10 pum y de gran longitud.
Mantenimiento de columnas

La columna es la parte esencial del cromatdgrafo de liquidos ya que en ella es donde se realiza la
separacion de los compuestos. Con el fin de prolongar su vida util y evitar un rapido deterioro es

recomendable seguir una serie de consejos:

e Los disolventes de la fase movil deben filtrarse y desgasificarse antes de su uso.

e En la mayoria de las columnas convencionales es conveniente utilizar una precolumna
cuando se trabaja a pH > 8.

e Es conveniente utilizar un filtro en linea para eliminar particulas.

e Trabajar a un valor de pH donde la fase movil no precipite.
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e No dejar fases moviles que contengan tampones o reactivos de pares idnicos en la columna
cromatografica durante mas de un dia sin utilizarse.

e Si se utiliza una columna a pH o temperaturas altos debe resilanizarse para recuperar sus
caracteristicas iniciales.

e Las columnas cromatograficas deben mantenerse en el disolvente recomendado por el

fabricante cuando no se utilizan y se almacenan durante largos periodos de tiempo.

Detectores

Una vez concluida la separacion, surge el problema de detectar las zonas de soluto y, en caso
necesario, medir su concentracion. Para ello se utilizan dispositivos (detectores) capaces de
transformar en sefial eléctrica alguna propiedad de la fase movil o de los solutos, siendo capaces
de proporcionar informacion sobre la presencia de las especies separadas en la columna
cromatografica®®. Las caracteristicas ideales para un buen detector de HPLC pueden resumirse en

las siguientes®®:

e Alta sensibilidad.

e Respuesta universal a todos los solutos.

e Amplio intervalo lineal de concentracion.

e Debe ser no-destructivo.

e Insensible a cambios ambientales: presion, caudal, temperatura y a cambios en la
composicién de la fase mévil (modalidad de gradiente).

e Debe operar continuamente durante largo tiempo y su empleo debe ser facil y comodo para
el analista.

e Su funcionamiento debe ser posible de automatizar para incorporarlo a los instrumentos de

HPLC comandados por un Unico microprocesador.
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Detectores mas utilizados para analisis en HPLC

e Detectores espectrofotométricos: Estan basados en la absorcién de la radiacion UV-visible
por las moléculas de soluto. En estos detectores la luz emitida por la ldampara pasa a través
de un monocromador o un filtro donde se selecciona una longitud de onda y llega a la célula
de deteccidn por la que esta pasando la muestra eluida de la columna. La intensidad de luz
transmitida se mide con un fotomultiplicador. La relacion entre la luz incidente en la célula
y la luz transmitida es proporcional a la concentracion de soluto de acuerdo con la ley de
Lambert & Beer. Estos detectores miden una propiedad del soluto y no del eluente®.

- Detectores de longitud de onda fija- Los detectores mas sencillos de UV-visible
funcionan con radiacién de una unica longitud de onda generada por una lampara
especifica. Gran parte de estos detectores operan a 254 nm empleando una lampara de
vapor de mercurio que proporciona una elevada emision de radiacion no
monocromatica por lo que es necesario el empleo de filtros?®.

- Detectores de longitud de onda variable. son més versatiles y permiten un grado de
automatizacion elevado en los analisis de rutina (Figura 16). Estos detectores utilizan
una lampara de deuterio (longitudes de onda, A, entre 190-400 mm) y una de wolframio
(A entre 400-700 nm) acopladas a un sistema de filtros 0 a un monocromador para
obtener fuentes monocromatricas. De este modo se puede seleccionar la longitud de

onda a la que los compuestos de interés presentan la maxima absorbancia®®.

Fotomultiplicador

- de referencia
Divisor de haz =

Fuente de
radiacion . ;
Espejo
Rendija

\

Comparador

& |
/(:elda de
difraccion w

Fotomultiplicador Amplificador

Figura 16. Detector espectrofotométrico UV/Visible de longitud de onda variable®.
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- Detectores de matriz de fotodiodos (diodo-array). brindan una informacion mas
completa, ya que registran simultaneamente la sefial a diferentes longitudes de onda
suministrando el espectro de la disolucion que atraviesa la celda de deteccion.
Proporcionan informacion en tres dimensiones: tiempo, absorbancia y longitud de
onda. Por tanto, estos detectores ademas de poner de manifiesto la elucién de los
solutos permiten obtener informacion cualitativa sobre su estructura a través de sus
espectros ultravioleta y confirmar la pureza de los picos determinando si se trata de un

nico componente o si bajo el mismo pico eluye mas de una sustancia®®.

Espejo

Lampara de
deuterio Amplificador

Célula de flujo

Red de difraccién .

Figura 17. Detector espectrofotométrico UV/Visible de fotodiodos®®.

Diodo array

e Detectores de fluorescencia: Utilizan la propiedad que tienen algunas sustancias de emitir
radiacion cuando se les excita con luz ultravioleta o visible. Son mas sensibles que los
espectrofotométricos pero su intervalo dindmico lineal es menor y son mucho menos
universales, ya que el nimero de moléculas que presentan fluorescencia es limitado,
aunque cabe la posibilidad de derivatizar las sustancias a analizar®.

- Fotometros de fluorescencia: son los detectores de fluorescencia méas sencillos
provistos de una celda de flujo de pequefio volumen (5-8 ul), una fuente de luz y un
sistema de filtros, uno para la excitacion y otro para la emision®.

- Detector de fluorescencia con monocromador . permite elegir las longitudes de onda

de excitacion y de emision®®.
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Figura 18. Detector de fluorescencia®®.

En ambos casos la luz fluorescente se recoge en una direccion que forma un angulo recto
con la de excitacion minimizando el ruido de fondo procedente de la luz incidente. Las
principales ventajas de estos detectores son su sensibilidad y selectividad. Su alta
selectividad se debe a que muy pocas moléculas presentan fluorescencia. En cuanto a la
sensibilidad estos detectores son entre 10-100 veces mas sensibles que los de UV-visible

debido a que las emisiones fondo son virtualmente cero®®.

e Detectores refractométricos: El fundamento de este detector es la medida en continuo y
de forma diferencial, en relacion con un liquido usado como referencia, del indice de
refraccion del eluyente de la columna. Utilizando como liquido de referencia la propia fase
movil puede determinarse la presencia de un soluto por los cambios provocados en el indice
de refraccion. La mayor ventaja de estos detectores es su universalidad. Sus principales
inconvenientes son su falta de sensibilidad y que no permiten trabajar en gradiente (no
soportan cambios en la composicién de la fase movil). Aunque en principio su sensibilidad
podria ser alta esta limitada porque estos detectores son muy susceptibles a pequefias
variaciones de la presion y la temperatura®.

e Detectores electroquimicos. Los detectores electroquimicos se basan en la medida de
propiedades eléctricas de la materia mediante el uso de electrodos de diferente naturaleza.
Son detectores muy sensibles, selectivos y versatiles puesto que existen muchas sustancias
electroactivas tanto organicas como inorganicas y numerosas técnicas electroanaliticas

bien establecidas®.

Esmeralda Mota Lugo



) %ﬂ@ Marco tedrico

- Detectores electroquimicos amperométricos: se basan en la medida de la intensidad de
corriente eléctrica que se genera debida al paso del analito por la celda de deteccion
donde se le aplica una diferencia de potencial que provoca la reaccién de oxidacién o
reduccién de este mismo. La intensidad de corriente eléctrica registrada es
proporcional a la concentracion de las especies electrolizadas?®.

- Detectores coulombimétricos: se basan en el mismo principio que los amperométricos,
pero en este caso se provoca la oxidacion o reduccién completa del soluto, mediante
el aumento de la superficie de contacto entre el eluyente y el electrodo. Los detectores
culombimétricos son insensibles a los cambios de caudal y temperatura y presentan
una respuesta absoluta por lo que no requieren calibracién previa una vez conocido el
nimero de electrones involucrados en el proceso electrodico®®.

e Espectrofotometria de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR): Estos
espectrofotometros estan basados en el interferbmetro de Michelson realizando el
tratamiento de los datos mediante la transformada de Fourier, es decir, observa todas las
frecuencias simultdneamente e integra la sefial sobre todas estas frecuencias. Las ventajas
de acoplar estos equipos a los HPLC son la gran velocidad para obtener espectros de
infrarrojo y la sensibilidad®.

e Espectrometria de masas: El acoplamiento de un espectrometro de masas como detector
de HPLC suele considerarse como una técnica hibrida particular (LC-MS) capaz de
proporcionar informacion estructural de los solutos. Se basa en la obtencidon de iones
moléculas organicas en fase gaseosa, una vez obtenidos estos iones se separan de acuerdo
a su masa/carga para ser detectados. Esta técnica ofrece una gran sensibilidad y un gran
numero de posibilidades pudiendo identificar y cuantificar sustancias a partir de unos 100

pg y 100 ng de muestra respectivamente®®.
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2.5.3. Parametros cromatograficos

e Cromatograma: Se denomina asi al gréafico de respuesta del detector en funcion del tiempo,

es decir, es un registro de las sefiales de respuesta producidas en el detector ante la
presencia de los analitos a la salida de la columna cromatografica®.

e Pico cromatografico: sefiales registradas que representa el ndmero de compuestos

separados y suministra informacion acerca del grado de complejidad de la muestra®.

e Tiempo de retencidn (tr): es el tiempo que transcurre desde la inyeccion de la mezcla hasta

que un determinado soluto alcanza el detector®®.

e Volumen de retencion (Vr): es el volumen de fase mévil que debe fluir por la columna para

llevar a cabo la elucion de un componente dado®®.

e Tiempo muerto (tm): tiempo que transcurre entre la inyeccion y la salida de una sustancia

gue no interacciona con la fase estacionaria, es decir, aquella sustancia cuya velocidad a lo
largo de la columna cromatogréfica coincide con la velocidad de la fase movil®®.

e Volumen muerto (Vm): sera el volumen de fase movil que queda retenido en la columna

cromatografica®.

tw

SENAL DETECTOR

SN

|
Compuestod \»anahto TIEMPO
no retenido

Figura 19. Ejemplo de un cromatograma'®.

e Factor de capacidad (k"): describe la distribucion del soluto y que hace referencia a la

cantidad total de éste en cada fase involucrada en el sistema cromatografico®.

tr —ty

’

tm
- Sik’ <1, laelucion es demasiado rapida para la determinacion de tr.

- Sik’>>10, la elucién es demasiado lenta.
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- Los valores mas adecuados para la separacion estadn comprendidos entre 1y 5.

e Ancho a la base (wy): es la porcion de la linea base interceptada por las tangentes al pico.

Generalmente el valor es de 46 para un pico gaussiano®®.

e Ancho a la mitad de la altura (ws): una medida mas reproducible, adecuada para evaluar

manualmente la eficiencia del sistema’®.

Senal Te AT
/ \
06l | 26 f—— W,
050 | 2.3540C ;.__.L W,
/ ho o\
/ \‘u
013 | 46 4 N
L % N
Wy, = 45

Figura 20. Representacion de la funcion de Gauss**.

e Numero de platos tedricos (N): este pardmetro indica el nimero de veces que en una

columna cromatografica existe una altura equivalente a un plato tedrico, el cual representa

un equilibrio tedrico de distribucion del soluto entre las fases?®.

2 2 2
tr tr tr
N =16 (—) = 5.54 =20l 77—
W, wi area

altura
e Altura del plato teérico (H): segmento de columna que representa un plato teérico. Es la

medida inversa de la eficiencia del sistema, entre menor sea H el sistema es mas eficiente!®.

_ Longitud de la columna (mm)
B N

e Factor de coleo: es una medida del grado de asimetria de un pico®®. Es calculado por:

Wo.05
2F

Donde Wo o5 representa el ancho del pico al 5% de la altura y f es la distancia del maximo

T =

del pico hasta el borde inicial del pico, midiendo la distancia en un punto ubicado al 5% de
la altura desde de la linea base.

Esmeralda Mota Lugo
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/. W

I-;. 0.0 0.05h

MAXIMO DEL PICO

Figura 21. Pico cromatogréafico asimétrico®?.

Factor de selectividad («): permite relacionar las constantes de distribucién de dos solutos

de una mezcla®.

trz - tM

Ay =—
217t — ty

- Se considera que la selectividad es aceptable a partir de valores de a > 1.14

Resolucion cromatografica (Rs): es una medida cuantitativa de la capacidad de una

columna para separar dos analitos, la cual se mide entre dos picos contiguos®®.
th - tT‘l

ks = (Wbl ‘5 sz)

La resolucion minima aceptable en mezclas sencillas es 1.0, una resolucion de 1.5

representa separacion a la linea base?®.

're
Aplcacén
N
tiempo — .

Figura 22. Representacion de cromatograma de dos picos?’.
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2.6. Analisis Cuantitativo

A la hora de abordar un andlisis cromatografico cuantitativo se deben tener en cuenta las

caracteristicas analiticas®:

e Para asegurar que la determinacion a realizar sea valida el componente que va a ser
cuantificado debe estar perfectamente separado e identificado.

e La preparacion de la muestra debe ser reproducible y deben existir patrones de pureza
conocida disponibles.

e La sefial cromatografica correspondiente al analito a cuantificar puede llevarse a cabo
mediante la medida de la altura del pico o del area de pico.

e La medida de la altura de pico es adecuada para picos cromatograficos simétricos, siendo
sensible a cambios en la temperatura de la columna y al envejecimiento de la misma.

e Lo mas exacto y preciso es la medida del &rea de pico mediante técnicas electronicas.

2.6.1. Cuantificaciéon por normalizacion interna

Se basa en la medida del area de pico de cada sefial que aparece en el cromatograma. El area total
constituye el 100% y cada sefial cromatogréafica se expresa como un porcentaje del total. Se asume
que la respuesta del detector a una concentracion determinada es la misma independientemente del

soluto que origine dicha sefial, en caso contrario, es necesario calcular los factores de respuesta®.

2.6.2. Cuantificacion por estandarizacion externa

Consiste en la construccién de una curva de calibrado usando patrones de la sustancia a cuantificar

de concentracion o masa conocida®.

2.6.3. Cuantificacién por patrén interno

Consiste en la adicion de una cantidad constante y medida exactamente de un compuesto puro
(patron interno) a un volumen de la muestra que se desea cuantificar. Se cuantifica tanto los
patrones como la muestra y se construye la curva de calibracion a partir de la relacion area
patron/area patrén interno. Para que una sustancia pueda ser utilizada como patron interno debe

ser estable, de elevada pureza, estructuralmente similar a los compuestos de interés®,
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2.7. Metodologias reportadas

Tabla 4. Recopilacion de datos reportados de identificacion de trans-resveratrol por HPLC.

Autor Muestra Detector Columna Fase mévil T Flujo Vi tr LC LD
Kurangi, B., Plasma Luna C18, 250x4.6 mm, Lo _ 0 . o 1 10 3.3
etal (2019) humano DAD 5 um, Phenomenex Acetonitrilo: Buffer de fosfatos pH=60.01% (55:45) 35°C mUmin | ul | min - -
Zupanéic, S., t-RSV al C18 (3.145um, 250x4.6 . ) A it 0 o 1 20 | 6.2 0.26 0.25
et al (2015) 99.6% w mm, YMC Europe Agua: metanol (50:50) con &cido acetico al 0,25%. 30°C mL/min | uL | min | pg/mL | pg/mL
Kumar, S., Plasma Synexi 4 p Hydro-RP 80 . S L. 0 A i 0,8 20 4.3 2.85 0.95
etal (2016) humano UVIVIS A de Phenyexex (C18) Metanol: acetonitrilo: &cido fosférico al 0,1% (60:10:30) mL/min | wL | min | ng/mL | ng/mL
FM A: 0,1% de acido formico, FM B: MetOH con 0,1% de
acido formico. Inicio: 50% de Ay 50% de B, cambiado
Stn; ?r(z‘]om) Saﬁ?r:[ém?(r:‘itc? uv Luga g%}fesr?ozfe’ger:m‘ linealmente a 100% de B por 10 min. Se mantuvo por 5 min | 35°C - 23 r?n?\ O/rﬁL Ol/(r)n3L
Hm, a 100% B. El sistema se volvid a equilibrar durante 7 min K HE HE
con el disolvente inicial
Rocha, G., Plasma de C18 Xterra Waters, 5um, ) ) o 0,9 20 | 64 229 68
et al (2014) ratas DAD 4.6 mm x 250 mm Metanol: agua (51:49) (V) 25°C mL/min | pL | min | ng/mL | ng/mL
Iranshahy, M., Plasma C18 hypersil A " . 1 40 | 7 | 0.02 | 0.006
et al (2013) humano uv 4.6 X250 mm. Metanol: agua: &cido acético (60: 38: 2) - mUmin | uL | min | pg/mL | pg/mL
. . FM A: agua con 0,1% de &cido Trifluoroacético, FM B: H20
gt'zslu(t;%’lla)’ Plﬁg"; de uv Sznélmrglghsn% nr;’eilzg con 0,1% de acetonitrilo El gradiente para B: 30% durante 5 - mI(_)/erin - mgin O'I%AZ O'I(\):'
o i, min, de 30% a 60% en 15 min, de 60% a 100% en 5 min. K H
Huang, H., Plasma de DAD Aglient Zorbax SB-C18 FM (A): acetonitrilo, FM (B): acido acético 0.5% (v/v), 30°C 1 10 | 164 | 234 | 0.059
et al (2008) ratas (250 x 4.6 mm, 5 um) Gradiente para A de: 0-10 min: 18-25%, 10-25 min: 25-40% mL/min | uL | min | ng/mL | ng/mL
: 5 e — 5
o Piel y Chromolith TH FM A: metanol al 10% con' a_udo a?e_tlco al 2% en agua.
Liazid, A., semilla de RE Performance RP18e FM B: metanol al 90% y &cido acético al 2% en agua. i 5 10 9
et al (2007) ' Tiempo de A: 0 min, 100%; 1 min, 94%; 4 min, 87%; 9 min, mL/min | pL | min ) )
uvas 4.6 mm, 100 mm; Merck .
50%; 14 min, 0%.
Katsagonis, A., | Plasma de C18 Novapack 150 4.0 S . o 1 20 | 4.6 0.33 0.10
et al (2005) ratas w mm (4 mm particle size) Acetonitrilo: Buffer de fosfatos pH 4.8, 30 mM (25:75) 25°C mL/min | uL | min | mg/mL | mg/mL
Careri,M., Vino rojoy Luna C18, 250 x2 mm, o P o/ . . o 0,2 5 12 0.30 0.07
et al (2003) uvas DAD 5 um, Phenomenex Acido férmico al 1%: acetonitrilo: 2-propanol (70: 22: 8) 30°C mUmin | uL | min | mg/mL | mgimL
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2.8. Validacion de Métodos Analiticos

La validacién de métodos es un requisito importante en la practica de los analisis quimicos, puesto
que esta ayudara a obtener una correcta medicion y ser capaz de demostrar que el resultado es
correcto. Cuando el resultado de un analisis no genera confianza, entonces tiene poco valor y el
analisis puede mejor no llevarse a cabo. La validacion del método permite a los quimicos demostrar
que un método es adecuado para el uso previsto. La validacién proporciona un conocimiento sélido
y experiencia en los detalles practicos para llevar a cabo el método, incluyendo el conocimiento
de las etapas criticas del proceso. La validacion da al laboratorio y sus empleados una mayor

confianza en sus propios resultados*:.

2.8.1. Definicion de validacion
La validacion es el proceso para definir un requisito analitico, y la confirmacién de que cuenta con
capacidades consistentes con las aplicaciones requeridas??.

La ISO 9000 la define como la confirmacion, a traves de la aportacion de evidencia objetiva, de

que se han cumplido los requisitos para un uso o aplicacion especifico previstol?.

2.8.2. Tipos de métodos analiticos que pueden ser validados

Un método debe ser validado cuando es necesario demostrar que sus caracteristicas de desempefio
son adecuadas para el uso previsto. La discusion de la validacion de los procedimientos analiticos

esta dirigida a los cuatro tipos mas comunes de procedimientos analiticos'®:

e Pruebas de identificacion: estan destinadas a garantizar la identidad de un analito en una

muestra. Esto se logra normalmente mediante la comparacién de una propiedad de la
muestra (por ejemplo, espectro, comportamiento cromatografico, reactividad quimica, etc.)

con una referencia estandar.
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e Pruebas de impurezas: puede ser una prueba cuantitativa o una prueba de limite para la

impureza en una muestra. Cualquiera de las pruebas pretende reflejar con precision las
caracteristicas de pureza de la muestra.

e Procedimientos de ensayo: estan destinados a medir el analito presente en una muestra

dada. El ensayo representa una medida cuantitativa de los componentes principales en la
sustancia del farmaco. Para el producto farmacéutico las caracteristicas de validacién son
similares y también se aplican cuando se analizan los componentes activos u otros
componentes seleccionados. Las mismas caracteristicas de validacion también pueden

aplicarse a ensayos de procedimientos analiticos asociados (por ejemplo, disolucién).
Cuando hay cambios significativos, puede ser necesaria una revalidacion, por ejemplo, en:

- Cambios en la sintesis de la sustancia farmacoldgica.
- Cambios en la composicion del producto terminado.

- Cambios en el procedimiento analitico.

El grado de revalidacién requerido dependera de la naturaleza de los cambios. Ciertos otros

cambios pueden requerir validacion completa.

2.8.3. Parametros de desempefio para la validacién de métodos analiticos

El laboratorio tiene que decidir cuales son las caracteristicas de desempefio que deben ser
investigadas para validar el método y, en algunos casos, el grado de detalle para una caracteristica
particular. Cuando el alcance del trabajo de analisis esta bien definido y sus aplicaciones son
similares en el tiempo, puede ser posible que una organizacién pueda emitir guias generales para

la extension de las validaciones. En la Tabla 5 se muestra un ejemplo para el sector farmacéutico®?.
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Tabla 5. Parametros de desempefio que normalmente se validan en la industria farmacéutica.

Tipos de aplicacion analitica
, Procedimiento
Parametro de Ensayo de e o
~ Ensayo de e ., Identificacion de ensayo Ensayo de
desempefio . ., cuantificacion de . . 9 -
identificacion . de impurezas (Disolucion, | estabilidad
impurezas .
Contenido)
Selectividad X X X X X
Limite de 1
., X X X
deteccién
Limite de
R X X
cuantificacioén
Linealidad X X X
Precision xt X xt X
Exactitud X X X
Rango X X Xt
Robustez X X X xt
1. Se realiza solo en caso de ser necesaria
Tabla adaptada de la guia de validacion EURACHEM y la ICH Q2

Selectividad

La selectividad, también llamada en algunos casos especificidad, es el grado en el que un método

puede ser utilizado para determinar analitos particulares en mezclas o matrices sin interferencias

de otros componentes de comportamiento similart!. La selectividad debe de tener la capacidad de

evaluar de manera inequivoca el analito en presencia de componentes que se puede esperar que

estén presentes®®. Esta caracteristica tiene que establecer que la propiedad medida sélo se debe al

analito y no a algo quimica o fisicamente similar, o que surja como una coincidencia, causando asi

un sesgo en el resultado de medicion®t,

Limite de deteccion

Es la concentracion mas baja del analito que puede ser detectada por el método a un nivel de

confianza especificado®!, pero no necesariamente cuantificada como una exacta valor'®.

Esmeralda Mota Lugo

Pagina 39



) %ﬁ Marco tedrico

Limite de cuantificacion

Es el nivel mas bajo de concentracion del analito en el cual el desempefio es aceptable para una
aplicacion tipica'?, que puede determinarse cuantitativamente con la precision y exactitud
adecuadas. El limite de cuantificacion es un pardmetro de los ensayos cuantitativos para niveles
bajos de compuestos en matrices de muestra, y se usa particularmente para la determinacion de

impurezas y/o productos de degradacion®®.
Linealidad

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad (dentro de un rango determinado) para
obtener resultados de prueba que son directamente proporcionales a la concentracion (cantidad)
de analito en la muestra®®. Este rango de trabajo proporciona resultados con una incertidumbre
aceptable. El extremo inferior del intervalo de trabajo esta determinado por el limite de
cuantificacion. EI extremo superior del intervalo de trabajo esta definido por las concentraciones

a las cuales se observan anomalias significativas en la sensibilidad analitica.
Precision

La precision de un procedimiento analitico expresa la proximidad de los datos o el grado de
dispersion que existe entre una serie de mediciones obtenidas de un muestreo multiple de la misma
muestra homogénea en las condiciones prescritas'®. Es decir, es una medida de cuan cerca estan
los resultados entre si. Por lo general, se expresa mediante pardmetros estadisticos que describen
la propagacién de los resultados, tipicamente la desviacion estandar, calculada a partir de los
resultados obtenidos mediante la realizacion de mediciones repetidas en un material adecuado en
condiciones especificas. La precision es generalmente dependiente de la concentracion de analito,

y asi debe determinarse en una serie de concentraciones a través del intervalo de interés??.
La precision puede considerarse en tres niveles:

e Repetibilidad: expresa la precision en las mismas condiciones de operacion en un corto
intervalo de tiempo. La repetibilidad también se denomina precision intraensayo.
e Precision intermedia: expresa variaciones dentro de los laboratorios: diferentes dias,

diferentes analistas, diferentes equipos, etc.
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e Reproducibilidad: expresa la precision entre laboratorios (estudios colaborativos,
generalmente aplicada a la estandarizacion de la metodologia).

Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad de los datos entre el valor que
se acepta como un valor verdadero convencional o un valor de referencia aceptado y el valor
encontrado®®. Es una expresion de la proximidad de la media de un ndmero infinito de resultados

(producidos con el método) a un valor de referencia®l,

Rango

El rango de un procedimiento analitico es el intervalo entre la concentracion superior e inferior de
analito en la muestra para el cual se ha demostrado que el procedimiento analitico tiene un nivel
adecuado de precision, exactitud y linealidad. El rango validado es el intervalo de concentracién
de analito dentro del cual el método puede considerarse validado. El rango validado puede tomarse

como una extrapolacion razonable de estos puntos en la escala de concentracion®®.
Robustez

Es una medida de su capacidad para que permanezca el procedimiento analitico sin ser afectado
por pequefas variaciones premeditadas pero deliberadas de los pardmetros del método. La robustez
proporciona una indicacion de la fiabilidad del método durante su uso normal. Un ensayo de
robustez implica hacer cambios deliberados en el método, e investigar el efecto subsiguiente en el

desempefio®®.
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3. Hipdtesis

“La eleccion de las condiciones Optimas del método analitico y su validacion
por HPLC acoplado a DAD, permite la identificacion y cuantificacion
especifica de trans-resveratrol ante la exposicién de diferentes condiciones de

degradacion forzada”.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Desarrollar y validar un método que permita la cuantificacion de trans-resveratrol por
cromatografia de liquidos de alta resolucién acoplado a un detector de arreglo de diodos para

evaluar la estabilidad de trans- resveratrol en muestras de formulacion parenteral.

4.2. Objetivos especificos

e Investigar las propiedades fisicoquimicas de trans-resveratrol para determinar las mejores
condiciones para su evaluacion.

e Buscar informacion sobre métodos de cuantificacion de resveratrol por medio de HPLC
reportados en la literatura, para tener referencia de condiciones de trabajo ya establecidas.

e Evaluar la eficiencia y comportamiento en diferentes columnas de separaciéon de HPLC ante
el resveratrol, para asi elegir la columna mas estable y con mejor respuesta.

e Definir las condiciones dptimas para la separacién, deteccién y cuantificacion de resveratrol
por medio de HPLC acoplado a DAD.

e Validar el método analitico para evaluar la estabilidad de resveratrol en formulacion parenteral
de acuerdo con los criterios establecidos por la guia ICH2 y EURACHEM.

e Desarrollar un método indicativo de estabilidad para establecer el comportamiento de trans-
resveratrol en formulacion parenteral bajo diferentes condiciones de oxidacion, temperatura y

luz, para determinar la estabilidad del estandar de resveratrol y de la formulacion.

Esmeralda Mota Lugo Pagina 43



Desarrollo experimental

5. Desarrollo experimental

/ Meétodo analitico \ Caracteristicas del
por HPLC analito y la muestra
acoplado a DAD - v
Metodologias y L
para evaluar la reportadas para la ,| Investigacion
estabilidad de deteccion de RSV documental
resveratrol en una
formuIaC|o|n Conocer i
\ parEnierar / reqlljaerlzwl!ggiqgﬁara Desarrollo del
vafidact método analitico
Determinacién de Conocer las ..
las condiciones de [« caracteristicas [« > C((i):g:g;)ngs
deteccion del HPLC Y
Deteccidn &
especifica de »
trans-resveratrol Evaluar el Preparacion Preparacion
rendimiento del estandar de '?
- ; muestra
Resolucion L/ del método ‘
adecuada para pico ’
de c-RSV y t-RSV Curva de
calibracién
¢El método No
se adecua
al uso?
A\ 4 A
Validacion del ¢Revision de Dgfinir
método analitico requisitos pararp(_etros
analiticos? analiticos

y

- Adecuabilidad
Determinacion de estabilidad en muestras de formulacion ~ Rango
parenteral de trans-resveratrol - Selectividad
- Precision
¢ ¢ - Exactitud
- Linealidad del método
Evaluar la estabilidad Analisis - Linealidad del sistema
. sti - L
de las formulaciones estadl‘i;tlgo de Lg
de RSV resultados -
- Robustez

Figura 23. Diagrama metodologico.
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Desarrollo experimental

Método analitico por HPLC acoplado a DAD para evaluar la
estabilidad de resveratrol en una formulacion parenteral.

Desarrollo del método analitico Validacion del método analitico Ensayo de estabilidad
(degradacion forzada)
|
Seleccion de fase movil AdecuTblhdad Hidrolisis
Rango L HCI1 0.1 N/ NaOH 0.1 N
Seleccion de columna [ 40° y 60° C por 5 dias.

| Linealidad del sistema
| Oxidacion

Seleccion del volumen de

inyeccion Selectividad L 103 3%

| | 40° y 60° C por 5 dias.
. ., Precision y Exactitud
Seleccion de la proporcion de |

la fase movil y velocidad de Repetibilidad y reproducibilidad
flujo de inyeccion |

Térmico

L{4°, 25°, 40° y 60° C por 5 dias.

Limite de cuantificacion y

deteccion Fotolisis
|
Robustez Oscuridad, Ambiente,
A=365nm por 5 dias

Figura 24. Actividades experimentales realizadas
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5.1. Reactivos, sustancias, instrumentos y equipos

5.1.1. Sustancias analizadas

- Resveratrol al 99% de pureza, marca Sigma, lote SLBV8562

- Resveratrol materia prima al 50% de pureza marca Alephqui, lote CHZ-A-709224

- Formulacion parenteral No. 2, con 3.5 mg de t-RSV, desarrollada en Laboratorio LEDEFAR
- Placebo de formulacién parenteral No. 2, desarrollada en Laboratorio LEDEFAR

- Formulacion parenteral No. 16, con 3.5 mg de t-RSV, desarrollada en Laboratorio LEDEFAR

- Placebo de formulacion parenteral No. 16, desarrollada en Laboratorio LEDEFAR

5.1.2. Sustancias y reactivos

- Agua Tipo I de resistividad 18.2 MQ. cm a 25°C, Milli Q, equipo marca Millipore
- Formiato de Amonio al 99.0% de pureza, marca Sigma-Aldrich, lote: bcbv1667

- Acido Férmico grado RA al 89.2% de pureza, marca Tecsiquim, lote: 629251

- Acetonitrilo grado HPLC, al 99.9% de pureza, marca Fermont, lote 718361

- Metanol grado ACS al 99.9% de pureza, marca Fermont, lote 718361

- Etanol grado ACS, al 99.9% de pureza, marca Fermont, lote 739431

- Hidroxido de potasio escamas, al 98.4% de pureza, marca J. T. Baker, lote M30C72
- Acido clorhidrico grado RA, al 37.8% de pureza, marca J. T. Baker, lote X15C05

- Perdxido de hidrogeno grado ISO, al 31% de pureza, marca Fermont, lote 705441

- Acido acético glacial, grado RA, al 99.9% de pureza, marca J. T. Baker, lote 9508-05

5.1.3. Instrumentos y Equipos

- Balanza Analitica marca OHAUS, modelo AP250D, No. De serie: 1114050584

- Agitador magnético marca IKA, modelo Ika-Werke RO10PS1

- Potenciometro Seven Multi, marca Mettler Toledo GmbH, modelo Seven-Multi, nimero de
serie: 1227257138

- Cémara UV (UVP) Modelo UVLS-24

- Ultrasonicador marca Elma, modelo Elmasonic S 40 H, niimero de serie: 101100102.
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- Columna Halo® C18 (3.0 x 75 mm, 2.7 um, USA)

- Columna Agilent® Zorbax Rapid Resolution High Definition (RRHD) SB-C18 (4.6 x 50 mm,
1.8 um, USA)

- Columna Inertsil® ODS-3 C18 (33 x 46 mm, 3 um, India)

- Columna Phenomenex® Luna C18 (150 x 4.6 mm, 5 um, USA)

- Columna Agilent® Zorbax Eclipse XDB C8 (4.6 x 50 mm, 1.8 pum, USA)

- Columna Waters® Symetry C18 (4.6 x 75 mm, 3.5 um, Irlanda) No. De serie: W23431X 020

- Columna Waters® Symetry C18 (4.6 x 75 mm, 3.5 um, Irlanda) No. De serie: W3258IT 016

- Columna Waters® Symetry C18 (4.6 x 75 mm, 3.5 um, Irlanda) No. De serie: W22121V 041

- Equipo de HPLC Waters, de Especificaciones: Bomba cuaternaria Waters 616 Pump, modelo
cédigo 616, numero de serie MX6CM8678M; Sistema controlador de entrega de
multisolvente Waters 600 Controller, modelo cddigo 6CE, nimero de serie SX5PMO0854R;
Automuestrador Waters 717 plus Autosampler, modelo codigo 717P, nimero de serie
MX60M1849M; Detector Arreglo de diodos marca Waters 996, modelo cédigo 996, nimero
de serie MX5NM689M. Sofware Empowers 2.0

- Equipo de UPLC Acquity, clase H, Waters de Especificaciones: Sistema controlador de
entrega de multisolvente cuaternario Waters, codigo 1860150018, numero de serie
J12QSMO004A; Automuestrador Waters FNT, cdédigo 186015017, numero de serie
K125SDI1127G; Horno de columna CHA, cédigo 186015042, nimero de serie JI2CHA552G;
Detector Arreglo de diodos marca Waters PDA ei UPL, codigo 18G015033, numero de serie
G12UPL942A. Sofware Empowers 3.0.

- Horno MAPSA, modelo HDP-433, nimero de serie 180701.

- Horno Felisa, modelo 133, nimero de serie 0.97
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5.2. Desarrollo del método analitico

5.2.1. Seleccion de la fase mévil

Con la columna Halo® C18 (3.0 x 75 mm, 2.7 um, USA) se probaron las composiciones de fase

movil que se expresan en la Tabla 6.

Tabla 6. Composicion de las fases moviles utilizadas.

Fase Proporcion Proporcion
Movil Solvente A (%A) Solvente B (%B)
1 Metanol 60 < . . 40
> clano Acido acético 0.25% pH=4 0

. 30
3 Acetonitrilo Agua/Metanol (50:50) 70
4 60 Formiato de amonio 10 mM, pH=4 40
5 Acetonitrilo/Agua/Metanol 30 Acido acético 0.25% pH=4 70
(95/2.5/2.5)
5 acidificado a pH=4 50 Formiato d i0 10 MM. pH=4 40
con Acido acético 0.25% ormiato de amonio 10 mM, pH=

Para el analisis se utiliz6 un flujo de 0.3 mL/min y un volumen de inyeccién de 10 uL. La solucién
para inyectar contenia 21 pg/mL de resveratrol materia prima. Para obtener la respuesta de los

cromatogramas se utiliz6 una longitud de onda de 307 nm.

5.2.2. Seleccidén de la columna

Para la eleccion se evaluaron 6 columnas diferentes:

- Halo® C18 (3.0 x 75 mm, 2.7 um, USA)

- Agilent® Zorbax RRHD SB-C18 (4.6 x 50 mm, 1.8 um, USA)
- Inertsil® ODS-3 C18 (33 x 46 mm, 3 um, India)

- Phenomenex® Luna C18 (150 x 4.6 mm, 5 um, USA)

- Agilent® Zorbax Eclipse XDB C8 (4.6 x 50 mm, 1.8 um, USA)
- Waters® Symetry C18 (4.6 x 75 mm, 3.5 um, Irlanda)
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Para el analisis se utilizdé fase movil Acetonitrilo: Formiato de amonio 10 mM pH=4 (60:40),
acondicionando el flujo para cada columna a una presion de 1200 psi, con un volumen de inyeccion
de 10uL. La solucion para inyectar contenia 21 pg/mL de resveratrol materia prima. Para obtener

la lectura de los cromatogramas se utilizo una longitud de onda de 307 nm.

5.2.1. Seleccién del volumen de inyeccion

Se realiz6 una prueba de linealidad de volumen de inyeccion, con el fin de verificar que el volumen

de inyeccion utilizado no influia o causaba alteraciones en la respuesta obtenida.

Para el analisis se utiliz6 fase movil Acetonitrilo: Formiato de amonio 10 mM pH=4 (60:40),
acondicionando el flujo de 0.8 mL/min. La solucion para inyectar contenia 21 ug/mL de resveratrol
materia prima. Los volimenes de inyeccion utilizados fueron 2.5, 5, 10, 15, 20, 25y 30 ulL, para
cada uno se inyecto la solucién de resveratrol por triplicado. Para obtener la lectura de los

cromatogramas se utiliz6 una longitud de onda de 307 nm.

5.2.1. Seleccion de la proporcién de la fase mévil y velocidad de flujo de inyeccién

Para obtener una mejor resolucion entre el resultado de pico de t-RSV y ¢c-RSV, en la fase movil
Acetonitrilo: Formiato de Amonio 10 mM, pH=4, se realizaron variaciones en su velocidad de

flujo, las cuales se muestran en la Tabla 7.

La solucion para inyectar contenia 21 pug/mL de resveratrol materia prima sometidos a luz
ultravioleta a una longitud de onda de 254 nm durante 7 dias. EI volumen de inyeccion fue de 10

uL. Para obtener la lectura de los cromatogramas se utilizé una longitud de onda de 307 nm.
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Tabla 7. Variacion de composicion y flujo de la fase mdvil.

Ease Movil Flujo Formiato de amonio 10 mM pH=4 Acetonitrilo

(mL/min) (%) (%)

a 0.8

b 07 75 25

c 0.9

d 0.8 70 30

e 0.7

f 0.9

g 0.8 65 35

h 0.7

[ 0.8

i 4

j 0.7 60 0

k 0.8

| 0.7 55 45

En la Tabla 8 se muestran las condiciones cromatograficas para la validacion del método indicativo

de estabilidad de resveratrol.

Tabla 8. Condiciones cromatograficas para la validacion del método de trans-resveratrol.

Condiciones cromatograficas

Columna

Waters® Symetry C18 (4.6 x 75 mm, 3.5 um, Irlanda)
No. De serie: W23331X 020

Temperatura de la columna

Temperatura ambiente

Longitud de onda 307 nm
) Formiato de amonio 10 mM, pH=4: Acetonitrilo
Fase movil
(70:30)
Flujo 0.9 mL/min
Volumen de inyeccion 10 uL
Tiempo de retencion 2.69 min.
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5.3. Validacion del método analitico

Para la validacion dele método analitico se tomaron en cuenta los procedimientos y los parametros
de validacion establecidos en la guia ICH Q2 y la guia EURACHEM.

5.3.1. Adecuabilidad

Se determin6 mediante la inyeccion de 10 pL por sextuplicado de una solucién estandar de trans-

resveratrol a una concentracion correspondiente al 100% del analito.
Las especificaciones para considerar fueron:

e Factor de coleo con promedio menor a 2.

e Factor de capacidad con promedio mayor a 2.

e Tiempo de retencion con coeficientes de variacion menor a 2%.
e Numero de platos

e Area con coeficientes de variacion menor a 2%.

5.3.2. Rango

El pardmetro de rango se evalud con el fin de definir el intervalo en el que el método analitico es
lineal, a partir del mismo se determinaron el intervalo de concentraciones aplicables para la

linealidad del sistema.

Se determin0 mediante 7 niveles de concentracion por triplicado, que comprendio entre

concentraciones de 0.125 a 64 ug/mL de una solucién estandar de resveratrol.
Los criterios de aceptacion fueron:

e 1>0.998
e 12>0.995
e IC (bo) Incluye a0
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5.3.3. Linealidad del sistema

Se realizd una curva de calibracion de 6 niveles por triplicado y de forma independiente de

soluciones estandar de resveratrol (0.525, 1.05, 2.1, 4.2, 8.4 y 16.8 ug/mL).
Los criterios de aceptacion fueron:

e 1>0.998

r2>0.995

C.V.<2%

IC (bo) Incluye a 0

IC (b1) No incluye a0

5.3.4. Selectividad

Para esta prueba se evaluaron diferentes soluciones por triplicado en las cuales se encontraba
ausente el analito de interés, muestras con el producto a evaluar, placebos del producto y muestras
del producto sometidas a degradacion forzada para generar productos de degradacion, con el fin
de demostrar que la respuesta cuantificable no era afectada por excipientes o algin producto de

degradacion. Las muestras fueron las siguientes.

e Blanco: solucién de preparacién la cual contienen etanol: agua (50: 50)

e Estandar: solucion de resveratrol estandar con concentracion al 100% del analito.

e Placebo de Formulacion parenteral 2 (F2) y Formulacion parenteral 16 (F16)

e Placebo adicionado de F2 y F16 con concentracion al 100% del analito

e Muestra expuesta por luz UV a una longitud de onda de 365 nm por 24 horas de F2 y F16
e Muestra expuesta NaOH 0.1 N por 24 horas de F2 'y F16

e Muestra expuesta HCI 0.1 N por 24 horas de F2 y F16

e Muestra expuesta H20- al 3% por 24 horas de F2 y F16

e Muestra expuesta por 60°C por 24 horas de F2 'y F16

Criterio de aceptacion: No debe de existir respuesta analitica en el tiempo de retencién del analito.
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5.3.5. Precision y Exactitud
Se consideraron 3 niveles de concentracion, 80, 100 y 120%, de placebo adicionado de resveratrol,
preparados por sextuplicado y de forma independiente.
Criterios de aceptacion:

e Porcentaje de recuperacion en un intervalo del 98.0 al 102.0%.
e |IC (by) Incluyeal

e CV de porcentaje de recobro menor 2%.
5.3.6. Linealidad del método
Se evalu6 mediante una curva de calibracion por triplicado, con 5 niveles de concentracion, en un

intervalo del 80 al 120% por triplicado de placebos cargados de Resveratrol, las cuales fueron

preparadas de forma independiente y por pesadas individuales.

Criterios de aceptacion:

e Porcentaje de recuperacion en un intervalo del 98.0 al 102.0%.

e 1>0.998
e 12>0.995
e CV.<2%

e IC (bo) Incluye a0
e IC (b1 Incluyeal

5.3.7. Repetibilidad y reproducibilidad
Se evalu6 mediante determinacion de placebo cargado al 100%, el cual fue preparado por

sextuplicado de manera independiente, en dias diferentes, por 2 analistas, utilizando el mismo

método e instrumentos.
Criterios de aceptacion:

e Porcentaje de recuperacion en un intervalo del 98.0 al 102.0%.

e CV de porcentaje de recobro menor 2 %.
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5.3.8. Limite de cuantificacion y deteccién

Existen varios enfoques para la determinacion del limite de cuantificacion y el limite de deteccion.
En este caso se determind mediante la desviacion estandar de la regresion y el valor de la
pendiente; y la desviacion estandar de la ordenada al origen de la regresion y el valor de la
pendiente, ambas de la curva de calibracion del sistema.

En el caso del método por desviacidon estandar de la regresion y el valor de la pendiente se

utilizaron las siguientes formulas:

3.3 XS
- Limite de deteccion LD = b—y/x
1
10 XS
- Limite de cuantificacion  LC = b—y/x
1

En el caso del método por desviacion estandar de la ordenada al origen de la regresion y el valor

de la pendiente se utilizaron las siguientes formulas:

3.3 XS
- Limite de deteccion LD = b—bo
1
10 xS
- Limite de cuantificacion LC = b—bo
1

5.3.9. Robustez

Para conocer si el método que permite determinar el t-RSV es robusto, se realizaron las siguientes
modificaciones planteadas en la Tabla 9. Para la evaluacion se analizaron 6 placebos cargados

correspondientes al 100% del analito para cada factor.
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Tabla 9. Factores evaluados para robustez.

Nivel
Variables de estudio Bajo Normal Alto
Volumen de inyeccion 9mL 10 mL 11 mL
Fase Movil
Formiato de amonio 10 mM FA: ACN FA: ACN FA: ACN
pH=4 (FA)/Acetonitrilo (69:31) (70:30) (71:29)
(ACN)

pH de Fase Movil FA pH=3 pH=4 pH=5

No. De serie de columna:
Symetry C18
3.5 mim 4.6 X75 mm W22121V 041 W23331X 020 W32581T 016
Part. No. WAT066224
Sistema cromatografico UPLC Waters HPLC Waters -

Criterios de aceptacion:

e La diferencia absoluta de la media aritmética del contenido para cada valor evaluado no

debe ser mayor del 2%.
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5.4. Ensayo de estabilidad

Con el fin de verificar que el método desarrollado y validado anteriormente por HPLC (Tabla 8 y

Tabla 27), es til para su uso, se desarroll6 un estudio indicativo de estabilidad, para el cual se

establecieron las condiciones mencionadas en la Tabla 10 y para cada condicion se prepararon

diluciones por triplicado de trans-resveratrol estandar, Formulacion 2 y Formulacién 16 hasta

llegar a una concentracion de 4.2 ug/mL, la cual fue tomada como el 100% del analito. Las

soluciones fueron envasadas en envases de vidrio de 10 mL de boca chica y tapon de rosca de

plastico. Para su analisis se tomaron en cuenta las condiciones mencionadas anteriormente.

Tabla 10. Condiciones del método indicativo de estabilidad.

Tipo de Condicién Condicion de Tiempos de
degradacion Experimental almacenado muestreo
HCI0.1 N
HCI 0.1 N Control
Hidrolisis NaOH 0.1 N 40°C, 60°C 1,3y5dias
NaOH 0.1 N Control
Formulacion Control
H202 3% .
Oxidacion 40°C, 60°C 1,3y5dias
Perdxido control
Luz: Oscuridad
Fotélisis Luz 3: =365 nm No Aplica 1,3y5dias
Luz: Ambiente
Céamara de calor 1 60° C
Cémara de calor 2 40° C i
Térmico 1,3 y5dias
Cémara de calor 3 25° C (Ambiente)
Camara de calor 4 4°C
Esmeralda Mota Lugo Pagina 56



= x?ﬂ

% 7 Desarrollo experimental

54.1. Degradacion forzada de resveratrol por hidrolisis

Para la evaluacion de trans-resveratrol estandar (STD), formulacién parenteral 2 (F2) vy

Formulacion parenteral 16 (F16) en degradacion forzada por hidrolisis, se dividio en 5 grupos:

e HCI 0.1 N: es degradacidn por hidrolisis acida para la cual se prepararon disoluciones de
t-RSV STD, F2 y F16 a una concentracion de 4.2 ug/mL, preparadas con &cido clorhidrico
de concentraciéon 0.1 N, pH=1. Esta concentracién fue considerada como el 100% del
analito. Las soluciones fueron envasadas en envases de vidrio de 10 mL de boca chica y
tapon de rosca de plastico. Los envases fueron sometidas a hornos termostaticos a
temperaturas de 40°C y 60°C para diferentes intervalos de tiempo (1, 3 y 5 dias).

e HCI 0.1 N Control: para este grupo se utilizé la misma solucion de acido clorhidrico 0.1

N, pH=1, con la cual se prepararon los sistemas del grupo HCI 0.1N, pero sin agregar
analito, los cuales fueron sometidos a 40° y 60° en envases de vidrio de 10 mL de boca
chicay tapon de rosca de plastico, para diferentes intervalos de tiempo (1, 3 y 5 dias). Este
grupo fue generado para verificar que no se generaran picos de respuesta que causen
interferencia al resultado del grupo HCI 0.1 N.

e NaOH 0.1 N: es degradacion por hidrdlisis basica para la cual se prepararon disoluciones
de t-RSV STD, F2 y F16 una concentracion 4.2 ug/mL, preparadas con hidroxido de sodio
de concentracion 0.1 N, pH=14. Esta concentracion fue considerada como el 100% del
analito. Las soluciones fueron envasadas en envases de vidrio de 10 mL de boca chica y
tapon de rosca de plastico. Los envases fueron sometidas a hornos termostaticos a
temperaturas de 40°C y 60°C para diferentes intervalos de tiempo (1, 3 y 5 dias).

e NaOH 0.1 N Control: para este grupo se utilizo la misma solucion de hidroxido de sodio

pH=14, con la cual se prepararon los sistemas del grupo NaOH 0.1N, pero sin agregar
analito, los cuales fueron sometidos a 40° y 60° en envases de vidrio de 10 mL de boca
chica y tapdn de rosca de pléastico, para diferentes intervalos de tiempo (1, 3 y 5 dias). Este
grupo fue generado para verificar que no se generaran picos de respuesta que causen
interferencia al resultado del grupo NaOH 0.1 N.
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e Formulacién Control: para este grupo se prepararon disoluciones de t-RSV STD, F2 'y F16

una concentracion 4.2 pug/mL, preparadas con solucion de etanol: agua (50:50). Esta
concentracion fue considerada como el 100% del analito. Las soluciones fueron envasadas
en envases de vidrio de 10 mL de boca chica y tapon de rosca de plastico. Los envases
fueron sometidas a hornos termostaticos a temperaturas de 40°C y 60°C para diferentes
intervalos de tiempo (1, 3 y 5 dias). Este grupo es contemplado como referencia para
evaluar las diferencias de los diferentes productos de degradacién con los grupos de HCI
0.1 Ny NaOH 0.1 N.

Para el analisis de cinética de cada solucién, de cada grupo del método indicativo de estabilidad
se midio la concentracion de t-RSV a tiempo cero (dia 0) y posteriormente se midio la
concentracion de t-RSV para cada temperatura, en cada intervalo de tiempo, 24, 72, 120 horas,
para lo cual se tomaron los envases y fueron enfriados a temperatura ambiente, se tomaba 1 mL

de la solucidn y se inyectaba al sistema de HPLC.

5.4.2. Degradacion forzada de resveratrol por oxidacion

Para la evaluacion de trans-resveratrol estandar (STD), formulacion parenteral 2 (F2) y

Formulacion parenteral 16 (F16) en degradacién forzada por oxidacion, se divide en 2 grupos:

e H>02 3%: es degradacion por oxidacion para la cual se prepararon disoluciones de t-RSV
STD, F2 y F16 una concentracion 4.2 pug/mL, preparadas con peréxido de hidrogeno a
concentracion del 3%. Esta concentracion fue considerada como el 100% del analito. Las
soluciones fueron envasadas en envases de vidrio de 10 mL de boca chica y tapdn de rosca
de plastico. Los envases fueron sometidas a hornos termostaticos a temperaturas de 40°C
y 60°C para diferentes intervalos de tiempo (1, 3 y 5 dias).

e Perdxido Control: para este grupo se utilizé la misma solucion de peréxido de hidrogeno

al 3%, con la cual se prepararon los sistemas del grupo, pero sin agregar analito, los cuales
fueron sometidos a 40° y 60° en envases de vidrio de 10 mL de boca chica y tapon de rosca

de pléstico, para diferentes intervalos de tiempo (1, 3 y 5 dias). Este grupo fue generado
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para verificar que no se generaran picos de respuesta que causen interferencia al resultado
del grupo H202 3%.

Para el analisis de cinética de cada solucién, de cada grupo del método indicativo de estabilidad
se midio la concentracion de t-RSV a tiempo cero (dia 0) y posteriormente se midio la
concentracion de t-RSV para cada temperatura, en cada intervalo de tiempo, 24, 72, 120 horas,
para lo cual se tomaron los envases y fueron enfriados a temperatura ambiente, se tomaba 1 mL

de la solucidn y se inyectaba al sistema de HPLC.

5.4.3. Degradacion forzada de resveratrol por fotdlisis

Para la evaluacién de trans-resveratrol estdndar (STD), formulacion parenteral 2 (F2) y

Formulacion parenteral 16 (F16) en degradacion forzada por fotdlisis, se divide en 3 grupos:

e Luz: Oscuridad: para este grupo se prepararon disoluciones de t-RSV STD, F2 y F16 una

concentracion 4.2 pg/mL, preparadas con solucion de etanol: agua (50:50). Esta
concentracion fue considerada como el 100% del analito. Las soluciones fueron envasadas
en envases de vidrio de 10 mL de boca chica y tapon de rosca de plastico. Los envases
fueron resguardados en un cuarto cerrado, sin paso de la luz ambiental para diferentes
intervalos de tiempo (1, 3 y 5 dias).

e Luz: Ambiente: para este grupo se prepararon disoluciones de t-RSV STD, F2 y F16 una

concentracion 4.2 ug/mL, preparadas con solucion de etanol: agua (50:50). Esta
concentracion fue considerada como el 100% del analito. Las soluciones fueron envasadas
en envases de vidrio de 10 mL de boca chica y tapon de rosca de plastico. Los envases
fueron puestos en un cuarto con luz ambiental para diferentes intervalos de tiempo (1, 3y
5 dias).

e Luz: 4=365 nm: se prepararon disoluciones de t-RSV STD, F2 y F16 a una concentracion

4.2 ug/mL, preparadas con solucion de etanol: agua (50:50). Esta concentracion fue

considerada como el 100% del analito. Las soluciones fueron envasadas en envases de
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vidrio de 10 mL de boca chica y tapon de rosca de pléstico. Los envases fueron colocados
en una cadmara de luz a una longitud de onda de 365 nm para diferentes intervalos de tiempo
(1, 3 y5dias).

Para el andlisis de cinética de cada solucion, de cada grupo del método indicativo de estabilidad
se midié la concentracién de t-RSV a tiempo cero (dia 0) y posteriormente se midié la
concentracion de t-RSV para cada temperatura, en cada intervalo de tiempo, 24, 72, 120 horas,
para lo cual se tomaron los envases y fueron enfriados a temperatura ambiente, se tomaba 1 mL

de la solucidn y se inyectaba al sistema de HPLC.

5.4.4. Degradacion forzada de resveratrol térmica

Para la evaluacién de trans-resveratrol estdndar (STD), formulacién parenteral 2 (F2) y

Formulacion parenteral 16 (F16) en degradacion forzada por condicion térmica, se divide en:

e Grupo 1: para este grupo se prepararon disoluciones de t-RSV STD, F2 y F16 una
concentracion 4.2 pg/mL, preparadas con solucion de etanol: agua (50:50). Esta
concentracion fue considerada como el 100% del analito. Las soluciones fueron envasadas
en envases de vidrio de 10 mL de boca chica y tapon de rosca de plastico. Los envases
fueron sometidas a un horno termostéatico a temperatura de 60°C para diferentes intervalos
de tiempo (1, 3y 5 dias).

e Grupo 2: para este grupo se prepararon disoluciones de t-RSV STD, F2 y F16 una
concentracion 4.2 ug/mL, preparadas con solucion de etanol: agua (50:50). Esta
concentracion fue considerada como el 100% del analito. Las soluciones fueron envasadas
en envases de vidrio de 10 mL de boca chica y tapon de rosca de plastico. Los envases
fueron sometidas a un horno termostatico a temperaturas de 40° para diferentes intervalos
de tiempo (1, 3y 5 dias).

e Grupo 3: para este grupo se prepararon disoluciones de t-RSV STD, F2 y F16 una

concentracion 4.2 pg/mL, preparadas con solucion de etanol: agua (50:50). Esta
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concentracion fue considerada como el 100% del analito. Las soluciones fueron envasadas
en envases de vidrio de 10 mL de boca chica y tapon de rosca de plastico. Los envases
fueron colocados en un cuarto a temperatura de 25°C + 1 (ambiente) para diferentes
intervalos de tiempo (1, 3 y 5 dias).

e Grupo 4: para este grupo se prepararon disoluciones de t-RSV STD, F2 y F16 una
concentracion 4.2 pg/mL, preparadas con solucién de etanol: agua (50:50). Esta
concentracion fue considerada como el 100% del analito. Las soluciones fueron envasadas
en envases de vidrio de 10 mL de boca chica y tapon de rosca de plastico. Los envases
fueron colocados en refrigeracion a una temperatura de 4° C para diferentes intervalos de

tiempo (1, 3y 5 dias).

Para el analisis de cinética de cada solucion, de cada grupo del método indicativo de estabilidad
se midio la concentracion de t-RSV a tiempo cero (dia 0) y posteriormente se midié la
concentracion de t-RSV para cada temperatura, en cada intervalo de tiempo, 24, 72, 120 horas,
para lo cual se tomaron los envases y fueron enfriados a temperatura ambiente, se tomaba 1

mL de la solucién y se inyectaba al sistema de HPLC.
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6. Resultados y discusion

6.1. Desarrollo del método analitico

6.1.1. Seleccion de la fase movil.

Los resultados promedios de los parametros obtenidos en la seleccion de fase movil se muestran
en la Tabla 11, en las Figura 25 se puede observar una comparacion de cromatogramas y en la
Figura 26 los espectros de las fases maviles utilizadas.

Tabla 11. Resultados promedios cromatograficos de seleccion de la fase mévil obtenidos con la
columna Halo® C18.

FM Proporcion t'; Area | Altura Ancho K" | Coleo Abs
(min) (seg.) (nm)
1 | Metanol: Acido acético 0.25% pH=4 | o3 | 469340 | 120078 | 87 |315| 251 | 302.2
(60:40)
o | Acetonitrilo: Acido acetico 0.25% | 570 | 550803 | 83229 | 135 |4.40| 2.97 | 3046
pH=4 (30:70)
3 | Acetonitrilo: A(gg?; g’)'etano' (50750) | 274 | 761413 | 168849 | 120 |450| 2.76 |303.3

4 Acetonitrilo: Formiato de amonio 10 167 | 873672 | 196392 81
mM pH=4 (60:40)

2.35| 1.80 | 307.0

Acetonitrilo/Agua/Metanol

5 acidrficado a pH=4 con Acido 270 | 546740 | 93257 | 126 |4.41| 2.98 | 304.6
acetico 0.25% (95/2.5/2.5):

Acido acético 0.25% pH=4 (30:70)

Acetonitrilo/Agua/Metanol

6 | AcidificadoapH=4conAcido | 577 | gooeg2 | 17483 | 90 | 2.36 | 2.39 |305.8
acético 0.25% (95/2.5/2.5): Formiato

de amonio 10 mM pH=4 (60:40)
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Figura 25. Comparacion de cromatogramas de t-RSV en la seleccion de fase movil.
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Figura 26. Comparacion de espectros de t-RSV en la seleccién de fase movil.
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La FM 1, que esta conformada por Metanol: Acido acético 0.25% pH=4 (60:40), present6 tiempo
de retencion igual a 2.08 min., area de 469340, ancho de 87 segundos, y un coleo de 2.51, sin
embargo, sus valores no presentaban repetibilidad, el pico es asimétrico y no tiene un final bien
definido, ademéas de presentar la menor absorbancia maxima de lectura (302.2 nm). La FM 2,
Acetonitrilo: Acido acético 0.25% pH=4 (30:70), presento una absorbancia maxima de 304.6 nm,
el tiempo de retencidn fue estable (2.70 min), pero el area y altura no, el pico es asimétrico, el
valor de ancho fue de 135 segundos siendo el valor mas grande, en comparacién de las otras fases
moviles y el valor de coleo fue de coleo 2.96. La FM 3, formada por Acetonitrilo: Agua/Metanol
(50/50) (30:70), se observa mucho ruido en el espectro del analito, con una absorbancia méxima
de 303.3 nm, sin embargo, el pico es mas simétrico, con una respuesta de area de 761413, un
tiempo de retencion de 2.75 min y un valor de coleo de 2.76. La FM 4, que esta compuesta por
Acetonitrilo: Formiato de amonio 10 mM, pH=4 (60:40), presento un tiempo de retencion estable,
con un valor de 1.67 min., la respuesta mas alta de area 873672 y de absorbancia méaxima de 307.0
nm, semejante al reportado en la literatura®®, con respecto al pico es mas simétrico, presenta el
menor valor de ancho, de 81 segundos, y su coleo es de 1.80. Para la FM 5
Acetonitrilo/Agua/Metanol acidificado a pH=4 con Acido acético 0.25% (95/2.5/2.5): Acido
acético 0.25% pH=4 (30:70), presento una absorbancia maxima de 304.6 nm, tiempo de retencion
es estable (2.70 min.), el pico es mas simétrico, con una respuesta de area de 546740, un ancho de
124 segundos y coleo igual a 2.98. Por ultimo, la FM6, compuesta por Acetonitrilo/Agua/Metanol
acidificado a pH=4 con Acido acético 0.25% (95/2.5/2.5): Formiato de amonio 10 mM pH=4
(60:40), presento un tiempo de retencion es estable (1.71 min), el pico es mas simétrico, con una
respuesta de area de 802682, un ancho 90 segundos y un valor de coleo de 2.39.

La fase elegida fue Acetonitrilo: Formiato de amonio 10 mM pH=4 (60:40), por presentar tiempo
de retencion, area, altura y ancho de pico estable, ademas de que el pico es mas simétrico, es el
menos ancho, con mayor respuesta de area y por presentar el mejor espectro de absorcion, en

comparacion con las demas fases maviles utilizadas.
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6.1.2. Seleccion de la columna

La Tabla 12 muestra los resultados cromatograficos obtenidos de cada columna 'y en la Figura 27
se encuentra una comparacion de los cromatogramas. Se puede observar que para alcanzar una
presion de 1200 psi en el cromatografo se requirieron de 2 velocidades de flujo de fase movil, una
de 0.2 mL/min, que utilizé la columna Zorbax C18, ODS-3 y la columna Zorbax C8, mientas que
las columnas Luna C18, Halo C18 y Symmetry C18 requirieron un flujo de 0.8 mL/min. Las
columnas con las que se obtuvo menor tiempo de retencion fue Symmetry C18, con 2.63 min.,
seguida de Luna C18, con 4.05 min y Zorbax C8 con 4.32 min. Con respecto a la respuesta de
area, el mejor resultado fue para la columna ODS-3, con un valor de 6353420, posteriormente la
columna Zorbax C18 con un valor de area de 6228669 y la columna Zorbax C8 con 5962591. Las
columnas con menor factor de coleo fueron Zorbax C18 con 1.00, ODS-3 con 1.16 y Symmetry
C18 con 1.23. Por otro lado, las de menor ancho de pico fueron Symmetry C18 con 21segundos,
Luna C18 con 24 segundos y Halo C18 con 21 segundos. Con respecto al Factor de capacidad, las

columnas con mejor resultado fueron Halo C18 con K'=2.36 y Symmetry C18 con K'=4.27.

La columna Waters® Symetry C18 fue elegida por presentar en su mayoria los mejores resultados
cromatograficos en comparacion con las demas columnas, otro aspecto es que presenta el menor

tiempo de retencion y un pico muy simétrico, bien definido y no muy ancho.

Tabla 12. Parametros cromatograficos obtenidos de la comparacion de columnas.

Flujo tr . Ancho .
Columna LA o Area Coleo ) K
Zorbax Eclipse
om o1 0.2 4.41 6228669 1.00 60.00 7.82
Phenomenex 0.8 4.05 1711436 1.26 24.00 7.09
Luna C18
Inertsil ODS-3 0.2 4.27 6353420 1.16 66.00 754
Halo C18 0.8 4.68 112642 1.59 48.00 2.36
Waters
Symmetry C18 0.8 263 2715729 1.23 21.00 427
Zorbax Eclipse 0.2 4.32 5962591 1.33 66.00 7.65
XDB C8 ' ' ' ' '
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Waters® Symetry C18
(4.6 x 75 mm, 3.5 um)

Phenomenex® Luna C18
(150 x 4.6 mm, 5 um)

Inertsil® ODS C18
(33 x46 mm, 3 um)

Zorbax Eclipse XDB C8
(4.6 x50 mm, 1.8 um)

Halo® C18

(3.0x 75 mm, 2.7 um)

Zorbax Eclipse SB C18
(4.6 x 50 mm, 1.8 um)

Figura 27. Comparacion de cromatogramas de t-RSV en las columnas evaluadas.

6.1.3.

Seleccion del volumen de inyeccién

Los resultados de la prueba de linealidad del volumen de inyeccion (Tabla 13) mostraron que el

rango de volumen de inyeccion de 2.5 a 30 pL en funcion del &rea de t-RSV, tienen una respuesta

directamente proporcional y se ajustan al modelo de la linea recta, por lo tanto, se considera que

presentan linealidad. EI Grafico 1 muestra el comportamiento de la respuesta analitica de t-RSV

con su respectiva ecuacion, la cual sigue el modelo de la linea recta.

Tabla 13. Resultados de la linealidad del volumen de inyeccion.

Parametro Criterio de aceptacion Resultado
r Mayor a 0.998 0.9997
r? Mayor a 0.995 0.9994
C.v. Menor a 2.0% 0.83%
1.C. (bo) Incluye a 0 -38903.87 a 80403.41
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Grafico 1. Linealidad del volumen de inyeccion.

Para la aceptacion de esta prueba se considerd que el coeficiente de correlacion sea mayor a 0.985
y el coeficiente de determinacion mayor a 0.995, los cuales se cumplen y se muestran en la Tabla
13. También se muestra la determinacion del intervalo de confianza, para precisar que la ordenada

al origen comprende el cero.

En la Tabla 14 se muestra el analisis de varianza con un nivel de significancia del 5% en la cual se
evalud la linealidad del volumen de inyeccion en funcion del area de t-RSV mediante la
comparacion de los valores de Fca contra el valor critico de F, la cual determina que el valor critico

se cumple. Para ello se plantearon las siguientes hipotesis:

Ho: No existe comportamiento lineal entre el volumen de inyeccion y la respuesta

analitica obtenida, area de t-RSV.

Ha: Existe una relacion lineal entre el volumen de inyeccion y la respuesta analitica
obtenida, area de t-RSV.

Criterio de aceptacion: Si Fca s menor a Feritica Se acepta Ho y se rechaza Hi. Si Feal

es mayor a Fertica S€ rechaza Ho y se acepta Ha.
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Como se observaen la Tabla 14, el valor de F calculada es mayor a F critica, por lo cual se establece
que existe un comportamiento lineal entre el volumen de inyeccidon, en un rango de 2.5a 30 uL y

la respuesta analitica obtenida, area de t-RSV, por lo tanto, se rechaza Ho.

Tabla 14. Andlisis de varianza para determinar la linealidad del volumen de inyeccién.

Grados de Suma de Promedio de los F Valor critico
libertad cuadrados cuadrados calculada de F
Regresion 1 1.56E+14 1.56E+14 62954.17 6.50E-35
Residuos 19 47068475355 2477288177
Total 20 1.56E+14

Como se demostrd la linealidad del volumen de inyeccion en funcion del area de t-RSV, se
determind que no existe influencia o alteracién en la respuesta analitica por el volumen de

inyeccion utilizado en un rango de 2.5 a 30 uL, por lo cual se pode utilizar cualquier volumen.

6.1.4. Seleccidn de la proporcion de la fase maévil y velocidad de flujo de inyecciéon

En la Figura 28 se muestra una comparacién de los diferentes cromatogramas obtenidos con las
diferentes proporciones de fase movil y flujo de inyeccion utilizada. Las condiciones que
presentaron mejor resolucién fueron 70% de Formiato de amonio 10 mM pH=4y 30% Acetonitrilo

a un flujo de 0.9 mL/min, con un valor de 2.91

Las condiciones cromatograficas finales del desarrollo del método son con columna Waters®
Symetry C18 (4.6 x 75 mm, 3.5 um, Irlanda), a temperatura ambiente, con fase movil de Formiato
de amonio 10 mM, pH=4: Acetonitrilo (70:30), a un flujo de 0.9 mL/min, con un volumen de

inyeccion de 10 pL de la muestra y deteccion a 307 nm de longitud de onda.
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FM % FA | % ACN F Rs
a 55 45 0.7 1.29
b 55 45 0.8 1.04
C 60 40 0.7 1.16
d 60 40 0.8 1.28
e 63 35 0.7 1.80
f 63 35 0.8 1.76
g 63 35 0.9 2.01
h 70 30 0.7 2.21
i 70 30 0.8 3.74
] 70 30 0.9 291
k 75 25 0.7 4.68
| 75 25 0.8 5.50

N
B

rrrtrJjfrtrrr|yjrrrr|rrrryrrrr|Jjrrrr|yjrrrrJjrrrr|yJrrrr|rrrrJ]j1rrrr|rrrrq

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00  11.00  12.00
Minutes : :
FM- Fase movil; %FA-Porcentaje de Formiato de amonio; % ACN= Porcentaje de Acetonitrilo
Rs-Resolucion; F-Velocidad de flujo (mL/min); A-t-RSV; B-c-RSV

Figura 28. Comparacion de cromatogramas de t-RSV para la eleccién de la fase mévil y flujo.
Para lograr una buena resolucion (Rs) entre t-RSV (A) y c-RSV (B) se usaron diferentes
proporciones de fase mévil compuesta por Formiato de amonio 10 mM pH=4 (%FA) y

Acetonitrilo (%ACN) con variacion en la velocidad de flujo (mL/min) (F).
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6.2. VValidacion del método analitico

6.2.1. Adecuabilidad

Se prepard una solucion estandar de resveratrol al 100% y se midi6 la respuesta por sextuplicado,
con lo cual se demuestra que los pardmetros evaluados cumplen con los criterios de aceptacion
(Tabla 15), puesto que el factor de capacidad es mayor a 2, lo que indica que el resveratrol es
retenido dentro de la columna y se encuentra alejada del tiempo muerto; el factor de coleo menor
a 2, indicando que el pico del analito se encuentra dentro de la simetria normal. EI namero de
platos tedricos que indico la eficiencia de la columna para lograr la buena separacion fue de 449.23.
En cuento a la respuesta del tiempo de retencidn y area presentan reproducibilidad, ya que ambos

tienen coeficientes de variacion menor a 2.0%.

Tabla 15. Resultados para evaluar la adecuabilidad del sistema.

Parametro Criterio de aceptacion Resultado
Factor de coleo T<2.00 1.22
Factor de capacidad K" >2.00 4.30
Tiempo de retencion tr con CV < 2% 0.54%
Numero de platos - 449.23
Area Area con CV < 2% 0.23%

6.2.2. Rango

Para la evaluacion se utilizaron 7 concentraciones por triplicado de 0.125 a 64 ug/mL de soluciones
estandares de resveratrol, para las cuales se determino que el rango comprende el andlisis para
contenido quimico sea lineal, como se observa en la Grafica 2 en la cual se observa el
comportamiento de respuesta. En la Tabla 16 se muestran los pardmetros evaluados, los cuales se

encuentran dentro de los criterios de aceptacion.
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Gréfico 2. Rango de t-RSV.
Tabla 16. Resultados para evaluar el rango.
Parametro Criterio de aceptacion Resultado
r Mayor a 0.998 0.9999
r Mayor a 0.995 0.9999
C.V. Menor a 2% 1.38%
1.C. (bo) Incluye a0 -1702.95 a 2615.45

En la Tabla 17 se muestra el analisis de varianza con un nivel de significancia del 5% en la cual se
evalud la linealidad de la concentracion en funcidn del area de t-RSV mediante la comparacién de
los valores de Fca contra el valor critico de F, la cual determina que el valor critico se cumple. Para

ello se plantearon las siguientes hipotesis:
Ho: No existe comportamiento lineal entre la concentracion y el area de t-RSV.
Ha1: Existe una relacion lineal entre la concentracion y el area de t-RSV.

Criterio de aceptacion: Si Fca €s menor a Feritica S€ acepta Ho Yy se rechaza Hi. Si Feal

es mayor a Fertica S€ rechaza Ho y se acepta Ha.
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Tabla 17. Andlisis de varianza para determinar la linealidad del rango.

Grados de Suma de Promedio de los F calculada Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresion 1 3.37E+12 3.37E+12 249305.6691 1.37E-40
Residuos 19 2.57E+08 1.35E+07
Total 20 3.37E+12

Como se observaen la Tabla 17, el valor de F calculada es mayor a F critica, por lo cual se establece
que existe un comportamiento lineal entre la concentracion, en un rango de 0.125 a 64 ng/mL de

t-RSV vy la respuesta analitica obtenida, por lo tanto, se rechaza Ho.

6.2.3. Linealidad del sistema

La linealidad del sistema demuestra la relacion de la concentracion de resveratrol en funcion de la
respuesta analitica, la cual se evalu6 mediante 6 niveles de concentraciones de resveratrol en un
rango de 0.525-16.8 ug/mL por triplicado y se encuentra representada en la Grafica 3, en donde se
observa gue su comportamiento sigue el modelo lineal. Por otro lado, los pardmetros evaluados se

encuentran en la Tabla 18 y se encuentran dentro de los criterios de aceptacion.

1600000

1400000 ..

1200000 a

1000000 .

800000 L

600000

400000

200000 | &
0 [ J

0 4 8 12 16 20
[t-RSV] pg/mL

Area

Grafico 3. Linealidad del sistema de t-RSV.

Esmeralda Mota Lugo Pagina 72



= x?ﬂ

Resultados y discusion

o WOV N7
IRl ‘fwf”
é%. N
"

Tabla 18. Resultados para evaluar la linealidad del sistema.

Parametro Criterio de aceptacién Resultado
r Mayor a 0.998 0.9999
r? Mayor a 0.995 0.9999
C.V. Menor a 2% 1.391%
1.C. (bo) Incluye a0 -4729.09 a 1448.42
I.C. (by) No incluye a 0 82477.02 a 83257.14

Para evaluar la linealidad de la concentracion en funcion del area se realizé analisis de varianza
con un nivel de significancia del 5% (Tabla 19) la cual se evalué mediante la comparacién de los
valores de Fca contra el valor critico de F, la cual determina que el valor critico se cumple. Para

ello se plantearon las siguientes hipdtesis:
Ho: No existe comportamiento lineal entre la concentracion y el area.
Ha: Existe una relacion lineal entre la concentracion y el area.

Criterio de aceptacion: Si Fca s menor a Feritica Se acepta Ho y se rechaza Hi. Si Feal

es mayor a Feritica Se rechaza Ho y se acepta Hi.

Tabla 19. Andlisis de varianza para determinar la linealidad del sistema.

Grados de Suma de Promedio de los E calculada Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresion 1 3.99E+12 3.99E+12 202829.23 2.94E-34
Residuos 16 315106589 19694162
Total 17 3.99E+12

Como se observaen la Tabla 19, el valor de F calculada es mayor a F critica, por lo cual se establece
que existe un comportamiento lineal entre la concentracion, en un rango de 0.525 a 16.8 pg/mL

de t-RSV y la respuesta analitica obtenida, por lo tanto, se rechaza Ho.
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6.2.4. Selectividad

En la Figura 29 se pueden observar los cromatogramas obtenidos de las diferentes muestras control
analizadas, y en la Figura 30 se observan los cromatogramas de las muestras sometidas a
degradacion forzada en las cuales se puede observar que en el tiempo de retencion del analito no
hay sefiales adicionales, por lo cual se determina que no existe interferencia en la cuantificacion

de este mismo y que la sefial solo es debida al analito.

0.08- RSV estandar
©0.06]
2 5.0a]
0.02-]
ooo}——— N — —
0.08- F2
0.06
2 5.0e]
0.024
0.00
o.ua-i F16
.06
= o.oa-i
o.oz—f
0.004
0.004 Blanco
0.003
= o.ooz—;
o.om—;
o.ooo—i - -
00943 Placebo F2
0.003
=2 o.ooz—;
0.001—;
0.00 ;
0.004 Placebo F16
0.0033
= o.ooz—;
o.om-;
0.00 ;

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 .00 4.50 5.00 5.50 6.00
Minutes

Figura 29. Cromatogramas de muestras control para la determinacion de selectividad.
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Figura 30. Cromatogramas de degradacion forzada por 24 horas para la determinacion de selectividad.
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6.2.5. Precision y exactitud

La precision del método determina el grado de concordancia entre los resultados obtenidos,
mientras que la exactitud evalta la proximidad de los estos mismos en relacion con el valor de
referencia, los cuales son evaluados mediante el coeficiente de variacion y el porcentaje de recobro.
Para evaluar ambos pardmetros se prepard una curva de calibracién compuesta por 3 niveles de
concentracion al 80, 100 y 120% por sextuplicado, la cual esta representada en el Grafico 4 con el
comportamiento de la concentracion adicionada en funcion de la concentracion estimada de
resveratrol. En la Tabla 20, se muestran los parametros evaluados los cuales se encuentran dentro
de los criterios de aceptacion, lo cual garantiza que no existe diferencia significativa entre el

sistema de muestras evaluadas, dando por entendido que el método es exacto y preciso.

[t-RSV estimada] = 0.9654 [t-RSV adicionada] + 0.1233

r2=0.9951 o |

_cg 40 e
ﬂs ......
e
GC-’ S S5 ..
L0 e
ox e
S e
g g 30 0.
2= s
o
O 25

2.5 3.0 3.5 4.0 4.5

Concentracion adicionada [mg t-RSV/mL]
Gréfico 4. Exactitud y precision de t-RSV.
Tabla 20. Resultados para evaluar la precision y exactitud.
Parametro Criterio de aceptacién Resultado
% de recuperacion 98-102% 100.16
C.V. Menor a 2% 1.47%
I.C. (by) Incluyael 1 0.93a1.00
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Linealidad del método

Para evaluar que el método es lineal se evaluaron 5 niveles de concentracion en un intervalo por

triplicado del 80 al 100% de concentracion de placebos cargados de resveratrol. Esta prueba

determina la capacidad del método para dar respuestas independientes de la cantidad en la que se

encuentre el analito con respecto a los componentes de la matriz.

En la Tabla 21 se encuentran los resultados de los pardmetros evaluados los cuales se encuentran

dentro de los criterios de aceptacion y en el Grafico 5 se observa la tendencia lineal de los datos

obtenidos entre la concentracion adicionada y la concentracion estimada.

4.5
[t-RSV estimada] = 0.9768 [t-RSV adicionada] + 0.0831
=09973 s
S 40
© :
E e
3E 35 e
g2 | e
s -
Ep 30 .
o= s
(@)
O 25
2.5 3.5
Concentracion adicionada [mg t-RSV/mL]
Graéfico 5. Linealidad del método de t-RSV
Tabla 21. Resultados para evaluar la linealidad del método.
Parametro Criterio de aceptacién Resultado
% de recuperacion 98.0 2 102.0% 100.11
r Mayor a 0.998 0.999
r Mayor a 0.995 0.997
C.v. Menor a 2% 1.19%
1.C. (bo) Incluye a0 -0.06 2 0.23
1.C. (b1) Incluyea 1 0.94a1.02
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En el Grafico 6 se observa el comportamiento de los residuales de la cantidad adicionada de RSV
en donde se demuestra la homocedasticidad de los datos obtenidos, que demuestra que la varianza
de los residuos es constante y no varia en diferentes niveles del analito. De esa forma se evidencia

que las estimaciones son eficientes dado que el error de las mediciones es aleatorio.

0.3 -
8 [ ]
=] (]
g OO L J T : [ ) ' T L |
g 25 e 30 % 40 ¢ 45
_03 i
Concentracion adicionada

Gréfico 6. Residuales obtenidos de la linealidad del método.

En la Tabla 22 se encuentra el analisis de varianza con un nivel de significancia del 5% para la
evaluacion de la linealidad de la concentracion adicionada en funcion de la concentracion estimada
de resveratrol, la cual se evalud por la comparacién de los valores de F calculada contra el valor

critico de F, la cual determina que el valor critico se cumple.

Para ello se plantearon las siguientes hipdtesis:
Ho: No existe comportamiento lineal entre la concentracion adicionada y la estimada.
Ha: Existe una relacion lineal entre la concentracion adicionada y la estimada.

Criterio de aceptacion: Si Fca €S menor a Feritica Se acepta Ho y se rechaza Hi. Si Feal

es mayor a Feritica S€ rechaza Ho y se acepta Hs.
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Tabla 22. Andlisis de varianza para determinar la linealidad del método.

Grados de Suma de Promedio de los F calculada Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresion 1 3.51 3.51 2730.51 1.69E-16
Residuos 13 0.02 0.00
Total 14 3.52

Como se observa en la Tabla 22, el valor de F calculada es mayor a F critica por lo cual se establece
que existe un comportamiento lineal entre la concentracion adicionada y la concentracién estimada
de resveratrol en un rango de 80 a 120%, aun considerando los niveles de la matriz, por lo tanto,

se rechaza la hipétesis nula.

6.2.7. Repetibilidad y Reproducibilidad

A través de la evaluacion de la repetibilidad y la reproducibilidad se verifica la concordancia entre
los resultados de un mismo laboratorio, obtenidos en diferentes dias, con diferentes analistas. Para
su analisis se determind por sextuplicado un placebo cargado de resveratrol al 100% de la

concentracion del analito en dos dias diferentes por dos analistas diferentes.

En la Tabla 23 se observan los resultados promedio entre analistas y dias en donde el porcentaje
de recobro se encuentra dentro del 98 a 102% y el coeficiente de variacion es menor a 2, por lo
tanto, la cuantificacion de resveratrol es reproducibles y repetible.

Tabla 23. Resultados para evaluar la repetibilidad y reproducibilidad.

Parametro Recuperacion (%) CV (%)
Criterio de aceptacion 98.0a102.0 Menor a 2
Resultado Analista 1 dia 1 100.05 0.39
Resultado Analista 1 dia 2 99.64 0.41
Resultado Analista 2 dia 1 99.85 0.40
Resultado Analista 2 dia 2 99.74 0.19
Resultado global 99.74 0.40
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En el Grafico 7, se encuentra un andlisis estadistico de modelo generalizado con un intervalo del

95% de confianza de la influencia de los factores, en donde se observa que no existe diferencia

significativa entre analistas o dias.

101.0

100.5
c -
2 :
S 100.0
g o
3 99.5
L H
ax
2 990 -
o\°

98.5
Analista 1, Dia 1 Analista 1, Dia 2
=Lim| =LimS ePromedio
Gréfico 7. Reproducibilidad y repetibilidad entre dias y analistas.
6.2.8. Limite de deteccion y cuantificacion

Analista 2, Dia 1

Analista 2, Dia 2

Para su determinacion se utilizaron los parametros obtenidos (Tabla 24) de la curva de calibracion

de la curva de calibracion del sistema, mediante las formulas mencionadas anteriormente.

Tabla 24. Parametros de la curva de calibracion del sistema.

Parametro Valor obtenido
r 0.9999
r? 0.9999
Ordenada al origen (bo) 82867.08
Pendiente (b1) -1640.33
Desviacion estandar del intercepto (Sbo) 1457.02
Desviacion estandar de la regresion (Syix) 3678.42
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Tabla 25. Célculo del limite de deteccion y cuantificacion.

Método Limite de cuantificacion Limite de deteccion
.., , 10 x 3678.4212 3.3 X 3678.4212
Desviacion estandar de la
y 82867.0805 82867.0805
regresion (Sys/bs) = 0.444 ug/mlL = 0.146ug /mL
.., , 10 X 1457.0242 3.3 X 1457.0242
Desviacion estandar del
) 82867.0805 82867.0805
intercepto (Swo/b1) — 0176 ug/mL — 0.058ug/mL

Los valores tedricos obtenidos para LC y LD se muestran en la Tabla 25, teniendo que por el
método de desviacion estdndar de la regresion para LC su valor fue de 0.444 ug/mL de RSV,
mientras que para LD fue de 0.146 ug/mL de RSV. Por otro lado, por el método de desviacién
estandar del intercepto el valor de LC es igual a 0.176 ug/mL de RSV y el de LD fue de 0.058
ug/mL de RSV.

6.2.9. Robustez

La robustez mide la capacidad del método para permanecer inalterado por pequefias variaciones
experimentales. Para evaluar la robustez se establecieron 5 variables y se realiz6 una diferencia
absoluta de medias entre la condicion normal y las condiciones alteradas, la cual es menor a 2,
para demostrar que el cambio de condiciones no afecta significativamente los recobros obtenidos
durante el analisis. En la Tabla 26 se observan los promedios de los valores de recuperacion
obtenidos, el coeficiente de variacion y la diferencia absoluta, para cada factor evaluado, en donde
se puede observar que las condiciones evaluadas de volumen de inyeccién (10, 9y 11 uL), pH de
la fase mévil de Formiato de amonio 10 mM (pH=4, 3 y 5), proporcion de la fase movil FA:ACN
(70:30, 69:31 y 71:29), el numero de serie de la columna y el cambio de sistema cromatogréafico
de HPLC a UPLC no afectan los porcentajes de recuperacion de la muestra. En el Grafico 8, se
encuentra un analisis estadistico de modelo generalizado con un intervalo del 95% de confianza
de la influencia de los factores, en donde se observa gque no existe diferencia significativa entre los
factores evaluados y sus modificaciones.
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Tabla 26. Resultados de los factores evaluados para la robustez.

Factor Nivel Alteracion Recobro (%) | CV (%) | |di|<2.0
Bajo 9 uL 100.01 0.1613 0.18
VVolumen de inyeccion Normal 10 puL 100.19 0.4898
Alto 11 uL 99.96 0.0689 0.24
Bajo FA: ACN (69:31) 100.36 0.5073 0.32
Fase movil Normal FA: ACN (70:30) 100.04 0.8867
Alto FA: ACN (71:29) 99.89 0.3844 0.16
Bajo pH=3 100.00 0.8078 0.00
pH de Fase mévil FA Normal pH=4 100.00 0.4560
Alto pH=5 100.00 0.3491 0.00
Bajo W22121V 041 100.00 1.1677 0.00
No. De serie de la
Normal W23331X 020 100.00 1.1178
columna
Alto W32581T 016 100.00 0.8080 0.00
Bajo UPLC 100.01 0.2345 0.01
Equipo
Normal HPLC 100.00 0.3091
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Grafico 8. Comparacion de factores modificados para robustez del método.
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Tabla 27. Resumen de resultados de los parametros evaluados para la validacién del método analitico indicativo de estabilidad de
trans-resveratrol en una formulacion parenteral.

Parametro

Niveles

Especificaciones

Resultados

Conclusiones

Area CV < 2% Area CV = 0.23%
Estandar equivalente al tr CV< 2% tr CV'=0.54%
Adecuabilidad a ) . K >2 K" =4.30 Conforme
100% por quintuplicado T<2 T=121
N N=449.23
Estandares 7 niveles de | r>0.998 r=0.9999
Rango concentracion por r> > 0.995 r> = 0.9999 Conforme
triplicado IC (bo) Incluye 0 IC (bo): -702.95 a 3615.45
. r>0.998 r=0.9999
- Estandares 2 > 0.995 2 = 0.9999
| e v
o) P IC (bo) Incluye 0 IC (bo): -4729.09 a 1448.49
P IC (b1) No incluye a 0 IC (by): 82477.02 a 83257.19
Blanco, estandares,
placebo adicionado y No debe de existir respuesta
Especificidad muestras con analitica al tiempo de No hay respuesta analitica Conforme
condiciones estresantes retencion del analito.
por sextuplicado
Exactitud Placge ?]?Vae?;lggado % recuperacion de 98.0-102% | % recuperacién = 100.16
o y ., % de recuperacion CV < 2% CV =147T% Conforme
repetibilidad concentracion por

sextuplicado

IC (b1) Incluye a1

IC (bs): 0.93 2 1.00
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Tabla 27. Resumen de resultados de los parametros evaluados para la validacién del método analitico indicativo de estabilidad de
trans-resveratrol en una formulacion parenteral (Continuacion).

Parametro Niveles Especificaciones Resultados Conclusiones
r>0.998 r=0.9986
Placebo adicionado r>>0.995 r> =0.9973
Linealidad del 5 niveles de % recuperacion de 98.0-102% | % recuperacion = 100.11 Conforme
método concentracion por % de recuperacion CV <2% | CV =1.19%
triplicado IC (bo) Incluye 0 IC (bo) =-0.06 2 0.23
IC (by) Incluye a1l IC (b1) =0.94a1.02
Placebo adicionado
Reproducibilidad | equivalente al 100% (2 o\, o001 < 05 CV = 0.40% Conforme
y repetibilidad dias, 2 analistas) por
sextuplicado
Limite de Curva de calibracion del LDsyixib1 = 0.146 pg/mL
. . . - Conforme
deteccion sistema validada LDsbom1 = 0.058 pg/mL
Limite de Curva de calibracion del LQsymn1 = 0.444 pg/mL
e . . - Conforme
cuantificacion sistema validada LQsbon: = 0.176 ug/mL
VVolumen de inyeccion:
Placebo adicionado al 9uL |di|=0.18 11uL |di|=0.24
100% por sextuplicado Fase movil (FA: ACN):
para variacion en |di| con respecto a la media de | (69:31) |di|=0.32 (71:29) |di|=0.16
Robustez volumen de inyeccion, | % de recobro <2 pH de la fase movil: Conforme

fase movil, pH de la fase
movil, nmero de serie
de la columna y equipo

Para cada factor

pH=3|di|=0 pH=5 |di|=0
No. de serie de la columna:
Para ambas columnas |di|=0
Equipo: UPLC |di|=0.01
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6.3. Ensayo de estabilidad

Para el método indicativo de estabilidad se prepararon diluciones por triplicado de trans-
resveratrol estdndar, Formulacién 2 y Formulacion 16 a una concentracion de 4.2 ug/mL, (100%
del analito) y fueron sometidos a condiciones de estrés durante 5 dias para su degradacion forzada
de Hidrolisis, oxidativas, fotoliticas y de calor. Se realizaron analisis de estas mismas a las 24 (1
dia), 72 (3 dias) y a las 120 horas (5 dias), mediante el método analitico desarrollado y validado

anteriormente.

6.3.1. Degradacion forzada de resveratrol por hidrolisis

Los porcentajes de recuperacion obtenidos en el ensayo de hidrélisis de resveratrol estandar,
formulacién 2 y formulacion 16 se muestran en la Tabla 28, en donde se puede observar que
resveratrol estandar tiene una mejor estabilidad en comparacidn con las muestras de formulaciones
16 y 2, puesto que hubo mayor porcentaje de recuperacion en las condiciones evaluadas. Con los
datos obtenidos se realizdé una comparacion de las lineas de regresion para cada analito evaluado
del logaritmo del porcentaje de recuperacion en funcién de horas.

En la Figura 31 se encuentran los cromatogramas obtenidos de los grupos HCI 0.1 N Control y
NaOH 0.1 N Control por cada temperatura y dia de medicién, en donde se puede observar que los
medios de disolucion utilizados en el estudio de hidrélisis &cida y basica no causaron picos de
respuesta que propiciaran interferencia en la medicion de la respuesta del t-RSV.

Temperatura 40°C
HCI 0.1 N Control NaOH 0.1 N Control
e e Diah ) B e :
M - SRS e MD[Q 3 N - ;:.7 P,f,a,:é
T "Dl N Dia 1
) Diao A i ——.Dial
0.00 1.00 200 Mi:::les 4.00 5.00 8.00 0.00 1.00 2.00 M‘;S\l)es 4.00 5.00 8.00
Temperatura 60°C
HCI 0.1 N Control NaOH 0.1 N Control
NSV ___ Dia5 Dia 5
Dia 3 Dia 3
e ) Dia_(z ) W __ 7‘9@
0.00 1.00 200 M"l:::es 4.00 5.00 600 0.00 1.00 2.00 Mi:jies 4.00 5.00 8.00

Figura 31. Comparacion de cromatogramas de HCI 0.1 N Control y NaOH 0.1 N Control por dia.
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Tabla 28. Resultados de estabilidad en condiciones de hidrélisis.

Temperatura Horas %RSV_STD | %RSV_F16 %RSV_F2
0 100.26 99.97 99.82
24 94.83 96.54 95.10
0 72 87.76 83.27 88.01
Formulacion 120 71.40 65.33 76.82
Control 0 99.06 100.18 99.82
24 93.31 43.18 90.54
®0 72 84.97 21.73 49.40
120 67.96 7.59 4.83
0 95.46 99.91 99.82
24 91.91 36.58 23.00
w0 72 90.62 0 13.51
HCLOA N 120 88.06 0 12.89
0 95.97 99.66 99.82
24 92.18 79.13 91.13
°0 72 87.97 61.08 42.05
120 81.06 52.53 12.03
0 96.58 98.90 99.82
24 33.25 41.39 19.44
0 72 441 0 0
NaOH 0.1 N 120 ° ° °
0 96.59 99.51 99.82
50 24 5.48 0 1.30
72 0 0 0
120 0 0 0
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Para el grupo de Formulacion control, en el cual solo tenia el analito en concentracion de 4.2
ug/mL de t-RSV en etanol: agua (50:50) y fue sometido a 40 y 60 ° C durante 5 dias, se obtuvieron
los esquemas de regresion lineal que se encuentran en el Gréfico 9, en donde se observa que la
muestra de estandar tuvo un mayor decrecimiento de concentracion a temperatura de 40°C, a
comparacion de la formulacion 16 y formulacion 2, las cuales tienen un comportamiento parecido,
mientras que a temperatura de 60°C la formulacion 16, fue la mas inestable, sequido de la muestra
formulacién 2 y el estandar.

Con los datos de las pendientes correspondientes a cada analito y a cada condicién (Tabla 29), se
realizd la aplicacion de la ecuacion de Arrhenius (Grafico 10), con el cual se predijo que para
resveratrol estandar el tiempo en el cual el activo se degrada un 10% (teo) en 40° C fue de 38.56
horas y en 60° C el to fue de 34.53 horas. Con respecto a las muestras de formulaciones evaluadas
el too fue menor en ambas temperaturas, pero siendo de menor tiempo en 60°C; para la F16 el tgo
en 40° fue de 29.42 horas y en 60°C es de 5.17 horas, mientras que para F2 se obtuvo en 40° C un
too de 49.28 horas y en 60°C de 4.26 horas. Con esto se puede concluir que a temperatura de 40°C
presenta mayor tiempo de estabilidad la muestra de la formulacién 2, mientras que a 60°C es la

muestra del estandar.

F2

47F e 5.5 o]
40 - 40
46 ~ B0 7 45 == 60 ]
3
@ 45 ]
& 35 4
S aaf ]
-
25 1
43 ]
4-2’\ 1 1 L L 1 | 1 L 1 1 L 1 I 1.5 1 1 L 1 1 |
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120 20 40 60 80 100 120

Horas

Horas

Horas

Grafico 9. Comparacion de lineas de regresion de cada analito de Formulacion Control.

Esmeralda Mota Lugo

Pagina 88



Resultados y discusion

Tabla 29. Ecuacion de Arrhenius para Formulacién Control.

Analito | T ° |Intercepto | Pendiente K Ecuacion de Arrhenius Kestimada | too (D)
Esténdar 40° C 4.62 -0.00272 |0.00272 k20,016 (O.08/(KbX(TC+273.15)) 0.002 | 38.56
60° C 4.61 -0.00304 | 0.00304 0.003 | 34.53
F16 40° C 4.63 -0.00357 | 0.00357 KoL 361 0l0xp-0.TBIKD*(TC+273.15)) 0.004 | 29.42
60° C 4.46 -0.02032 | 0.02032 0.020 | 5.17
Eo 40° C 4.60 -0.00213 | 0.00213 K1 11%105ve CLUKbH(T°C+273.15)) 0.002 |49.28
60° C 4.97 -0.02468 | 0.02468 0.025 | 4.26
T° = Temperatura kb = constante de Boltzmann (8.617E-5 EV/grados K)
K= Pendiente * (-1) Kestimada= Calculada con la ecuacién de Arrhenius
Std F16 F2
0.01F ‘ ' ' ] 0.1F o ‘ e 0.1F ‘ ' ' e
Prediccion K=0.00288247 Prediccidon K=0.00874675 Prediccion K=0.00753118
en T° (K)=323.15 en T° (K)=323.15 en T° (K)=323.15
X 0.01+ 1 001t .
0.001 4, ‘ . . 4 0.001t, ‘ . ‘ 4 0.001t, ‘ . . .
34 35 36 37 38 34 35 36 37 38 34 35 36 37 38
1(K*(Temperatura )+273.15) (k" (Temperatura)+273.15) 1(K*(Temperatura)+273.15)

Graéfico 10. Esquemas de la Ecuacion de Arrhenius para Formulacién Control.

Para el grupo de HCI 0.1 N, el cual contenia el analito en concentracion de 4.2 ug/mL de t-RSV
diluidos con solucion de acido clorhidrico 0.1 N y fue sometido a 40° y 60 ° C durante 5 dias, con
el fin de que presentaran hidrolisis acida. Los esquemas obtenidos de estas condiciones se muestran
en el Grafico 11, donde se puede observar que resveratrol estandar tiene una tendencia menor de
degradacion a comparacion de las muestras de las formulaciones. La formulacion 16 en
temperatura de 40°C tuvo una mayor degradacion, llegando a un 0% de recuperacion desde antes
de las 72 horas, a comparacion de la de 60°C que la degradacion fue mas lenta. Por otro lado, la
formulacién 2 presenta mayor durabilidad a condicidn de hidrolisis &cida en comparacion de la
formulacion 16, lo cual se puede deber a los excipientes que la conforman.
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Gréfico 11. Comparacion de lineas de regresién de cada analito de HCI 0.1 N.

Igualmente, con los datos las pendientes obtenidas de cada analito y condicion, se realizé la
aplicacion de la ecuacion de Arrhenius (Grafico 12) para posteriormente calcular tgo. El grafico de
Arrhenius para la formulacion 16 presenta una pendiente de direccidn diferente, a comparacion de

F2 y STD, debido a que la degradacion fue mayor a 40°C que ha 60° C.
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Gréfico 12. Esquemas de la Ecuacion de Arrhenius para HCI 0.1 N.

En la Tabla 30 se muestra la ecuacion de Arrhenius para cada muestra, con la cual se obtuvo que
en condicion de hidrolisis a temperatura de 40° y 60°C la muestra estandar fue la mas estable a
comparacion de las formulaciones. El estandar tiene una too de 38.56 horas a 40°C y a 60°C 34.53
horas. La formulacion 16 para 60° C tiene una teo de 20.2 horas y de 2.51 horas a 40°C. En el caso

de la formulacién 2 se estimo un too de 7.02 y 5.86 horas para 40° y 60°C respectivamente.
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Tabla 30. Ecuacion de Arrhenius para HCI 0.1 N.

Analito | T° | Intercepto | Pendiente K Ecuacion de Arrhenius Kestimada | too (h)
Estandar 40° C 4.5486 -0.00060 | 0.00060 K 20,01 %e (O0S/(DA(TC+273.15) 0.003 | 38.56
60° C 45631 -0.00135 | 0.00135 0.003 |34.53
F16 40°C 4.6043 -0.0419 | 0.0419 K3 3g#10 1T (0.04/(KD¥(T°C4273.15)) 0.042 | 251
60° C 4.5423 -0.00519 | 0.00519 0.0052 | 20.20
Eo 40° C 4.0323 -0.01495 | 0.01495 K030 % (009 (KO*(T° C+273.15))) 0.015 | 7.02
60° C 4.8046 -0.01795 | 0.01795 0.018 | 5.85
T° = Temperatura kb = constante de Boltzmann (8.617E-5 EV/grados K)
K= Pendiente * (-1) Kestimada= Calculada con la ecuacién de Arrhenius
En el grupo de hidrélisis NaOH 0.1 N, se hicieron diluciones de cada muestra a una concentracion
de 4.2 ug/mL de t-RSV, aforados con hidréxido de sodio 0.1 N, y sometidos a 40°C y 60°C, con
el fin de lograr una degradacion forzada de tipo hidrolisis basica.
En el Grafico 13 se encuentran los esquemas de regresion lineal de cada analito en donde se puede
notar que en condiciones de hidrolisis basica a 40° la formulacion 16 presenta mejor estabilidad,
mientras que Resveratrol en estandar y en formulacion 2 tienden a degradarse rapidamente, antes
de las 80 horas. A una temperatura de 60° C se observa que tanto resveratrol estandar, como en la
formulacion 16 y 2, tienen el mismo patron de estabilidad, degradandose antes de las 40 horas.
Std F16 F2
5.4F e e g e cw e N e g R R g
TC T°C
=40 ] - 40
~60 ] . ~60 ]
1 ; _
2 4
] 1 1
144 3 i ; i i Tk L : i j A s O i i ; i i &
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Horas Horas Horas
Gréfico 13. Comparacion de lineas de regresion de cada analito de NaOH 0.1 N.
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Con los resultados de las pendientes obtenidas de cada analito y condicion de temperatura, se

aplico la ecuacion de Arrhenius para cada una, resultando los esquemas del Grafico 14.

Std F16 F2
1 T T T T ] 1 [T T : 3 T T ] 1 T T ; i T T ]
Prediccion K=0.0726336 \ Prediccion K=0.137304 Prediccion K=0.112782
en T° (K)=323.15 en T° (K)=323.15 en T° (K)=323.15
¥ 0.1} 1 0.1f 1 0.1F 1
001 Co 1 L 1 | 001 C1 1 1 1 1 001 Co 1 1 1 |
34 35 36 37 38 34 35 36 37 38 34 35 36 37 38
1/(K*(Temperatura)+273.15) 1/(K*(Temperatura)+273.15) 1/(k*(Temperatura)+273.15)

Grafico 14. Esquemas de la Ecuacion de Arrhenius para NaOH 0.1 N.

En la Tabla 31 se encuentran las pendientes de cada analito y su respectiva ecuacion de Arrhenius,
con la cual se estim6 un valor de tg de 2.47, 2.89 y 1.54 horas para STD, F16 y F2 respectivamente
a la temperatura de 40°C, mientras que para la temperatura de 60°C los valores de too obtenidos
son de 0.88, 0.22 y 0.58 horas. Con forme a los valores obtenidos se deduce que el resveratrol en
las tres muestras evaluadas, la hidrolisis basica presenta mayor degradacion en comparacion de la

hidrolisis &cida, con respecto al grupo de Formulacién control.

Tabla 31. Ecuacion de Arrhenius para NaOH 0.1 N.

Analito | T° | Intercepto|Pendiente| K Ecuacion de Arrhenius Kestimada | too (D)
Estandar 40° C| 4.5541 -0.0428 |0.0428 K1 18%100 *g (046/(Kb*(TC+273.15))) 0.04 2.47
60°C| 4.5704 -0.1196 |0.1196 0.12 0.88
F16 40°C| 4.5941 -0.0363 |0.0363 K1 70%101 *p (L16/(KDX(TCH273.15)) 0.04 2.89
60° C 4.600 -0.4795 |0.4795 0.48 0.22
Eo 40° C 4.603 -0.0682 |0.0682 0.07 1.54
_ -0.44/(Kb*(T°C+273.15

60°C| 4603 | -0.18L1 |0.1811 | K=7947%e (O4HK(T7CH273.15) 0.18 | 058

T° = Temperatura kb = constante de Boltzmann (8.617E-5 EV/grados K)

K= Pendiente * (-1) Kestimada= Calculada con la ecuacién de Arrhenius
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6.3.2. Degradacion forzada de resveratrol por oxidacion

Los porcentajes de recuperacion obtenidos en el ensayo de oxidacion para las muestras de
resveratrol estandar, formulacién 2 y formulacién 16 se muestran en la Tabla 32, en donde se
observa que la formulacion 2 tiene mayor estabilidad a 40°C, mientras que a 60°C es la muestra
del estandar. Con los datos obtenidos se realiz6 una comparacion de las lineas de regresion para

cada muestra evaluada del logaritmo del porcentaje de recuperacion en funcion de horas.

Tabla 32. Resultados de estabilidad en condiciones de oxidacion.

Temperatura| Horas |%RSV_STD|%RSV_F16 | %RSV_F2
0 96.12 99.99 99.82
24 77.96 82.09 68.83
40° C
72 49.34 43.48 56.37
120 15.43 29.42 43.52
0 96.30 100.29 99.82
24 28.12 0 18.35
60° C
72 0 0 0
120 0 0 0

En la Figura 32 se encuentran los cromatogramas obtenidos del grupo Per6xido control por cada
temperatura y dia de medicién, en donde se puede observar solo un pico de respuesta, al minuto
0.9, sin embargo, no representd interferencia en la medicion de t-RSV, ya que no manifesto
crecimiento de area en las lecturas del grupo de H202 al 3%, ni interferencia con algdn otro pico

de respuesta, pero si disminuyd su area con la exposicién térmica.

40°C 60°C
Dia 5 Dia 5
Dia 3 Dia 3
Dia 1 Dia 1
Dia 0 Dia 0
0.00 ! 1!00 ‘ 2!00 ‘ 3.'00 ' 4500 ! 5700 ' 6,'00 0.00 ' 1.I00 ‘ 2!00 ‘ EIUU ' 4f00 ! 5500 ' E.‘OG
Minutes Minutes

Figura 32. Comparacion de cromatogramas del grupo Perdxido control por dia.
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En el grupo de oxidacion H202 3% se hicieron diluciones de cada muestra, estandar, formulacion
2 y formulacién 16, a una concentracion de 4.2 ug/mL de resveratrol, aforados con peroxido de
hidrogeno al 3% y sometidos a 40°C y 60°C con el fin de lograr una degradacién forzada tipo
oxidativa. En el Grafico 15 se encuentran los esquemas de regresion lineal de cada muestra en
donde observa que en condiciones de oxidacién a 40° la formulacion 16 presenta mejor estabilidad,
seguido de la formulacion 2, mientras que el estandar se degrada mas rapido. A una temperatura
de 60° C la muestra de STD se degrada antes de las 40 horas, mientras que la formulacion 2 y 16,

tienen el mismo patron de estabilidad, degradandose poco después de las 20 horas.

F16 F2
53 . : ; : : - 470 : ; : : ; -
TG
i 4.4 -40 A
- 60
z , 41} 1
9 130 | .
X \ 3.81 i
(O]
o) -0.7+ B
= 3.5 -
. TO C
2.7+ - 40 T 32} o
- 60
27 Co f) L L L 1 T '47 C1 |\( 1 1 1 1 I 29 C1 1 1 1 1 | |
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Horas Horas Horas

Gréfico 15. Comparacion de lineas de regresion de cada analito de H202 3%.
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=< 0.1F B 0.01} 1
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Gréfico 16. Esquemas de la Ecuacion de Arrhenius para H202 3%.

Esmeralda Mota Lugo Pagina 94



= x?ﬂ

% ' Resultados y discusion

Con los resultados de las pendientes obtenidas de cada analito y condicion de temperatura, se

aplico la ecuacion de Arrhenius para cada una, resultando los esquemas del Gréafico 16.

En la Tabla 33 se muestra la ecuacion de Arrhenius para cada analito. El estandar tiene un tgo de
7.06 horas, y a 60° C el too fue de 2.05 horas, para la formulacion 16 a 40°C el ty fue de 9.93 horas,
y a 60°C de 0.2737 horas. En el caso de la formulacion 2 se estim6 un teo de 19.48 horas y 1.49
horas para 40° y 60°C respectivamente. En este caso las formulaciones y el estandar sufrieron una
degradacion muy rapida, sin embargo, las formulaciones que presentaron oxidacién mas lenta fue

la muestra estandar a 40°C y la formulacion 2 a 60°C.

Tabla 33. Ecuacion de Arrhenius para H202 3%.

Analito | T ° | Intercepto | Pendiente| K Ecuacion de Arrhenius Kestimada | tao (h)
Estandar 40°C| 4.6930 -0.0149 |0.0149 K = 1 33+ g (-0.56/ (KbX(T°C+273.15))) 0.015 | 7.06
60°C| 4.5674 -0.0513 |0.0513 0.051 | 2.05

c16 40°C| 4.6126 -0.0106 |0.0106 K = 1 0p*102g (LE2IKOX(TCH273.15)) 0.011 | 9.93
60°C| 4.6080 -0.3839 |0.3839 0.384 | 0.27

£ 40°C| 4.4200 -0.0054 |0.0054 K = 2 1gw]gibre 116/ (KDX(T"C+2735) 0.005 |19.48
60°C| 4.6034 -0.0706 |0.0706 0.071 | 1.49

T° = Temperatura

K= Pendiente * (-1)

6.3.3.

kb = constante de Boltzmann (8.617E-5 EV/grados K)

Kestimada= calculada con la ecuacion de Arrhenius

Degradacion forzada de resveratrol térmica

Para el ensayo térmico de las muestras de resveratrol evaluadas, se utilizaron diluciones a una

concentracion de 4.2 pg/mL de t-RSV, las cuales fueron sometidas a 4°, 25°, 40° y 60° C.

Los porcentajes de recuperacion obtenidos en el ensayo en condiciones térmicas para las muestras
de resveratrol estandar, formulacion 2 y formulacion 16 se muestran en la Tabla 34, en donde se
puede observar que el mayor porcentaje de recuperacion de resveratrol a 4°C el comportamiento
es similar para STD, F2 Y F16, a 25° C la muestra STD y F16, tiene la misma tendencia de
degradacion, mientras que para la formulacion 2 fue mayor. A 40°C la degradacion fue mayor para

F16, y menor para la muestra STD, mientras que la F2 fue la de menor degradacion. A 60°C la
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degradacion del estandar fue més lenta, mientras que las muestras de formulacion 2 y 16, su

degradacion fue muy rapida.

Tabla 34. Resultados de estabilidad en condiciones térmicas.

Temperatura | Horas | % RSV_STD | %0RSV_F16 | %RSV_F2
0 100.08 100.21 99.82
40 C 24 99.68 98.96 97.38
72 99.04 98.09 96.62
120 98.06 97.23 95.37
0 99.67 99.78 99.82
250 C 24 98.83 99.55 96.61
72 97.28 97.08 93.96
120 91.27 93.53 88.76
0 98.45 99.39 99.82
40° C 24 96.22 97.69 96.40
72 87.39 82.81 88.43
120 70.79 65.23 75.84
0 98.86 99.11 99.82
60° C 24 94.19 44.37 89.36
72 85.24 24.95 49.39
120 67.76 8.31 4.40

Con los datos obtenidos se realizd una comparacion de las lineas de regresion para cada analito

evaluado de logaritmo del porcentaje de recuperacion de resveratrol en funcion de horas, el cual

se muestra en el Grafico 17.
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Gréfico 17. Comparacion de lineas de regresion de cada analito en condiciones térmicas.

Con los resultados de las pendientes obtenidas de cada muestra y condicion de temperatura, se

aplicé la ecuacion de Arrhenius para cada una, resultando los esquemas del Gréfico 18.
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Gréfico 18. Esquemas de la Ecuacion de Arrhenius en condiciones térmicas.

En la Tabla 35 se muestra la ecuacion de Arrhenius para cada analito y temperatura. A 4°C en la
formulacion 16, tuvo el tog mas alto con 650.77 horas, mientras que la formulacién 2 fue la mas
baja 457.94 horas. Para la temperatura ambiental, 25° C, la muestra de STD, fue la mas alta con
un teo de 97.98 horas, y el mas bajo fue de F2 con un tgo de 79.68 horas. A 40°C la tgo del estandar
fue de 64.39, mientras que el de la formulacion 16 fue de 29.6 horas, muy cercano al de la
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formulacién 16, con 26.39 horas. A la temperatura de 60°C el too de F16 y F2 fue similar, de 7

horas, mientras que el del estandar fue de 24.09 horas.

Tabla 35. Ecuacion de Arrhenius para condicion térmica.

Analito | T ° | Intercepto | Pendiente K Ecuacién de Arrhenius Kestimada | too (h)
4°C 4.6062 -0.00017 |0.00017 0.0002 |540.24
Estandar |22 C| 46098 | 000071 [00007L) . . cosmrrocearaisy) | 00007 |146.77
40°C| 4.6192 -0.00273 | 0.00273 0.0016 | 64.39
60°C| 4.6163 -0.00308 | 0.00308 0.0044 | 24.09
4°C 4.6040 -0.00024 | 0.00024 0.0002 |650.77
F16 25°C| 4.6092 -0.00055 | 0.00055 K = 7 63 076084/ (KDX(T°C+273.15))) 0.0011 | 97.98
40°C| 4.6381 -0.00360 | 0.00360 0.0036 | 29.60
60°C| 4.4752 -0.01934 | 0.01934 0.0148 | 7.10
4°C 45958 -0.00034 | 0.00034 0.0002 | 457.94
Eo 25°C| 4.6007 -0.00093 | 0.00093 K = 1 3G+ el -05Y/(Kb*(TC+273.15))) 0.0013 | 79.68
40°C| 4.6182 -0.00227 | 0.00227 0.0040 | 26.38
60° C| 4.9885 -0.02536 | 0.02536 0.0149 | 7.05
T° = Temperatura kb = constante de Boltzmann (8.617E-5 EV/grados K)
K= Pendiente * (-1) Kestimada= Calculada con la ecuacién de Arrhenius
6.3.4. Degradacion forzada de resveratrol por fotélisis
Para el ensayo de degradacién fotolitica se prepararon diluciones a una concentracion de 4.2
ug/mL de t-RSV en etanol: agua (50:50), para cada una de las muestras, estandar formulacion 2 y
formulacion 16. Los porcentajes de recuperacion obtenidos de este ensayo de resveratrol estandar,
formulacion 2 y formulacion 16 se muestran en la Tabla 36, en donde se puede observar que en
luz ambiental las muestras de estandar y formulacion 2 tienen un comportamiento similar de
degradacion, mientras que el de la formulacién 16 su degradacion es mayor. En oscuridad la
degradacion del estandar es minima, mientras que la de la F2 y F16 es similar, pero con mayor
degradacion en comparacion con él estandar. A una longitud de onda de 365 nm la formulacion
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16, fue la que obtuvo el mayor porcentaje de degradacion, seguido de la formulacion 2, mientras
que la muestra estandar, su degradacion fue casi por completo, recuperando solo el 1.07% de t-
RSV. Con los datos obtenidos se realizd una comparacion de las lineas de regresion para cada

analito evaluado del Porcentaje de recuperacion en funcion de Horas (Grafico 19).

Tabla 36. Resultados de estabilidad en condiciones de fotélisis

Condicion de Luz | Horas | %0RSV_STD | %0RSV_F16 | %0RSV_F2
0 98.82 100.22 99.82
Ambiente 24 98.15 95.69 94.56
72 95.70 89.18 92.22
120 85.60 36.51 84.95
0 99.46 100.24 99.82
OscUro 24 98.47 99.63 91.74
72 98.09 93.18 88.90
120 97.48 84.47 85.02
0 98.49 99.96 99.82
365 nm 24 17.94 59.90 16.74
12 15.34 47.61 12.84
120 1.07 30.35 11.19
Std F16 F2
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Gréfico 19. Comparacion de lineas de regresion de cada analito en condicidn de fotolisis.
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6.3.5. Cambio de color en las soluciones sometidas a degradacién forzada

Para esta evaluacion solo se tomaron en cuenta las soluciones de t-RSV que presentaron cambios

de color durante su exposicion a degradacion forzada, las cuales se muestran en la Figura 33.

En el caso de las condiciones térmicas de 40°C y 60°C (Figura 33a), se observo en la Formulacion
2, a 40°C, que las soluciones no presentaron cambios de coloracion, pero a 60°C, el dia 1, la
solucion presento un color amarillo, el dia 3, color naranja y el dia 5, se torné oscura, presentando
un color café/grisaceo. Para la Formulacion 16, a 40°C, desde el dia 1 al dia 5, presento una
coloracion amarilla clara, mientras que, a 60°C, el dia 1 y 3 presento una coloracion naranja, y el
dia 5 fue una coloracion café claro. En el caso del estandar, no presento cambios de color en

ninguna de las dos temperaturas evaluadas.

Para las soluciones que contenian hidréxido de sodio 0.1 N (Figura 33b), se puede observar que el
estandar presento, tanto a 40°C como a 60°C, una coloracion amarilla durante los 5 dias de la
evaluacion. Para la Formulacién 2 a 40°C y 60°C, se visualiz6 una coloracion amarilla el dia 1,
mientras que para el dia 3 y 5 present6 una coloracion café claro. Para la formulacion 16, desde su
preparacion las soluciones se tornaron amarillas claras, solo que no fue posible capturar el color
en la fotografia; a temperatura de 40°C, el dia 1, la solucion se torn6 amarillo y para el dia 3y 5,
la solucidn presento color naranja claro; a temperatura de 60°C, el dia 1, la solucién fue amarilla,
para el dia 2, naranja y el dia 3 presento color café claro.

De las soluciones preparadas con acido clorhidrico 0.1 N (Figura 33c), las Unicas soluciones que
presentaron coloracion fueron las de la formulacion 16, las cuales se tornaron color amarillo en
ambas temperaturas de 40°C y 60°C, durante los 5 dias, pero en las soluciones de 40°C, ademas
del color amarillo, el dia 3 y 5, presentaron un precipitado color rojo/marron. Esta formulacion se
degrado rapidamente a temperatura de 40°C, presentando en el dia 3, 0% de recuperacion de t-
RSV, dia en que aparecio el precipitado, por lo cual se podria deducir que el sélido correspondia

al analito.

Las soluciones expuestas a luz UV a A=365 nm, (Figura 33d), para el dia 1, la formulacion 2 y 16

presentaron una coloracion naranja claro, mientras que para el dia 5 el color fue café claro. Se
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presentd una coloracion amarilla en el dia 3 en ambas formulaciones, mientras que para las
soluciones del estandar fue en los dias 3 y 5.

En general, en las soluciones que presentaron cambios de coloracidn, se observo una tendencia de

color, ya que cuando el principio activo, t-RSV, comenzaba a degradarse, la solucion se tornaba

en una coloracion amarilla-naranja, que con el paso de los dias se oscurecia, hasta llegar a una

coloracion café/grisacea. En la literatura no hay datos reportados de cambios de color en soluciones

de t-RSV ocasionados por degradacién, sin embargo, se puede atribuir a la naturaleza y

composicion de la cual proviene la materia prima del principio activo, los excipientes y a la

interaccion que causan los productos de degradacion de estos en la solucion.
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Figura 33. Cambio de color en las soluciones de t-RSV en condiciones de degradacion forzada.
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6.3.6. Comparacién de cromatogramas obtenidos en el ensayo de estabilidad

Los cromatogramas del método indicativo de estabilidad, mostraron la eficiencia de la metodologia
desarrollada y validada por HPLC acoplado a DAD para evaluar la estabilidad de resveratrol en
formulacién parenteral, en los cuales se observa que la deteccidn es especifica de trans-resveratrol
durante el estudio de estabilidad realizado, en la cual el pico del analito decrece a causa de la
degradacion forzada, pero no presenta interferencia en el tiempo de retencidn del analito por algun
otro producto de degradacién, en ninguna de las condiciones evaluadas, por lo cual el método

creado es especifico y apto para el uso desarrollado.

Cromatogramas de hidroélisis

En el caso de los cromatogramas para el grupo Formulacién control (Anexo 11.2.1.) se puede
observar gque la formulacién 2 a 40°C, partir del dia 1, se empieza a notar un pico pequefiamente
significativo al minuto 1.0, y en el dia 3 aparece otro pico pequefio en 0.7 min; estos 2 picos
coinciden a 60°C del dia 1 en delante de la formulacion 2 y 16. EnlaFl16 enel dia3yenlaF2 el
dia 5, se presentan picos cromatograficos a 1.8 minutos. Asi mismo el dia5 en F2 y F16, a 60°C,
se aprecia otro pico cromatografico en el tiempo de retencién de 1.4. y 3.2 minutos, el cual puede

ser resveratrona, sin embargo, faltarian realizar otro tipo de estudios para confirmar.

Se podria pensar que estos picos no son productos de degradacion de trans-resveratrol, ya que en
la muestra de estandar no aparecen productos de degradacion que podrian ser atribuidos a la
estabilidad de los excipientes utilizados en la formulacidn, sin embargo, aparecen en el analisis del
grupo NaOH 0.1 N.

Para el grupo HCI 0.1 N (Anexo 11.2.1.) se vuelven a observar los picos a tiempo de retencion de
1.0, 1.4 y 1.8 minutos a 40°C en la F2 a partir del dia 1 y en F16 en el dia 3. A la temperatura de

60°C, en F2 y F16 se empieza a notar el pico de 1 min., pero su respuesta es insignificante.

En el grupo de NaOH 0.1 N (Anexo 11.2.1.), a partir del dia 1, tanto en la muestra del estandar,
como en las muestras de la formulacién 2 y formulacién 16, se empiezan a notar los picos en los
tiempos de 0.7, 1.0, 1,4 y 1.8 min. En las muestras del estandar en el dia 5 aparece un nuevo pico

en el minuto 4.1, tanto a 40°, como a 60°C, el cual pertenece a cis-resveratrol. En la formulacion
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2 a 40° y 60°C, a partir del dia uno aparece otro pico de degradacion a los 5 minutos y desparece

el dia 5, en ambas temperaturas evaluadas.

Cromatogramas de oxidacion

En el caso del grupo de H20- al 3% (Anexo 11.2.2.), no se observan otros picos de degradacion,
solo disminuye el area del pico de resveratrol, hasta su completa desaparicion. A temperatura de
40°C en el STD, el area de pico comenz6 a decrecer desde el primer dia, recuperando el 77.96%
de t-RSV, llegando al dia 5 con solo 15.43%, para la F16, el dia 1 se recuperé solo el 82.09%, y
para el quinto dia se detectd solo el 39.42% de t-RSV. En la F2 se presento mayor disminucion de
pico el dia uno, recuperando el 68.83%, pero presento mayor porcentaje al quinto dia con 43.52%
de t-RSV. Mientras que para la temperatura de 60°C la disminucion del pico cromatogréafico fue
mas rapida, presentado una recuperacion de t-RSV en el dia 1 de solo el 28.12% para STD, de
18.35%, que para la F12 y para la F16 la recuperacién fue nula. Para el dia 3 el STD y la F2, ya
no presentaron recuperacion de t-RSV.

Cromatogramas de analisis térmico

Los cromatogramas pertenecientes a este grupo se muestran en el Anexo 11.2.3. En el caso del
estandar a 4°C el dia 5 aparece un pico a los 5 min (el mismo de la formulacién 2 del grupo NaOH
0.1 N). A partir del dia 1 a 4°C y 25°C en la F2 se presentan los picos de 0.7 y 1 minutos. A 40 y
60°C se repiten los picos anteriormente descritos para el grupo Formulacion control.

Cromatogramas de Fotélisis

En el Anexo 11.2.4., se muestran los cromatogramas del estudio fotolitico, en los cuales se observa
la presencia del pico de 5.0 min en la muestra de estandar el dia 1 en luz ambiental y en la

formulacion 2 el dia 5, en ambiente oscuro.

A una longitud de onda de 365 nm, a partir del dia 1, se empez6 a mostrar el pico perteneciente a
cis-resveratrol en el minuto 3.9, por otro lado, a partir del dia 5, el pico del minuto 1.0 se presentd
en los cromatogramas del estandar, mientras que en las formulaciones 2 y 16 fue a partir del dia 1.
En el dia 5 tambien en la muestra del estdndar se puede observar el pico de 0.7 y 1.4 minutos,

mientras que en la formulacion 2, aparecen desde el dia 1.
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Espectros de productos de degradacion

En la Figura 34 se encuentran los espectros de absorcion obtenidos de los picos cromatograficos

de los productos de degradacion de trans-resveratrol.
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Figura 34. Espectros de productos de degradacion de t-RSV
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7. Conclusiones

Esmeralda Mota Lugo

Mediante la investigacién documental fue posible conocer las caracteristicas del analito,
trans-resveratrol, que permitieron establecer las condiciones de tratamiento de la muestra.
Se desarroll6 un meétodo analitico indicativo de estabilidad para cuantificar trans-
resveratrol en muestras de formulacién parenteral mediante HPLC acoplado a DAD,
obteniendo a t-RSV en tr=2.6 min, con fase movil Formiato de amonio pH=4, 10 mM/
Acetonitrilo (70:30) a velocidad de flujo de 0.9 mL/min, a A= 307 nm.
Se cumplié con los criterios de aceptacidn establecidos para cada una de las caracteristicas
de desempefio que establecen ambas guias de validacion ICH Q2 y EURACHEM,
demostrando los siguientes parametros:
- Rango lineal en un intervalo de concentraciones de 0.125 a 64 ug/mL de resveratrol.
- El método demostrd ser lineal en concentraciones comprendidas entre 0.525 a 16.8
ug/mL de resveratrol.
- El método es selectivo a t-RSV ante los componentes de la muestra de las
Formulaciones 2 y Formulaciones 16.
- El método es preciso y exacto en niveles del 80 a 120% de concentracion de t-RSV.
- Repetible y reproducible entre dias y analistas, obteniendo C.V. global de 0.40%.
- Se determino el limite de cuantificacion y limite de deteccion de t-RSV de0.176
ug/mL y 0.058 ug/mL respectivamente.
- Se comprobo la robustez del método ante cambios en pH, fase movil, nimero de serie
de la columna, volumen de inyeccion y equipo.
El método desarrollado y validado para evaluar la estabilidad de t-RSV en formulacion
parenteral, en comparacion con algunos métodos reportados, obtuvo menor tiempo de
retencién en comparacion con el método mas actual, Kurangi, B., et al en 2019, el cual fue
de 2.6 minutos; de igual forma se obtuvieron limites de cuantificacion y deteccion en menor
concentracion para el analito, en comparacion con los reportados por Careri,M., et al en
2003, Katsagonis, A., et al en 2005 y Zupancic, S., et en 2015.
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e Se establecié un método indicativo de estabilidad para muestras de resveratrol estandar,
Formulacion 2 y Formulacion 16, en condiciones de hidrolisis, oxidacion, térmicas y de
fotolisis, el cual demostré que el método desarrollado y validado para la estabilidad de
resveratrol en formulacién parenteral por medio de HPLC acoplado a DAD, es especifico
y eficiente para su uso, encontrando que la estabilidad de t-RSV es alterada por de hidrolisis
bésica, temperaturas mayores de 40°C, luz UV A=365 nm y ambiental, condiciones que
presentaron menor porcentaje de recuperacion de t-RSV.

e Se estimo el valor de tgo, por medio de la ecuacion de Arrhenius, para las soluciones en
condicion oxidativa, térmica y de hidrolisis, obteniendo mayor tiempo de estabilidad en
condiciones térmicas de 4°C.

e También se observO un cambio de coloracion cuando el principio activo, t-RSV,
comenzaba a degradarse, las soluciones se tornaban en una coloracién amarilla-naranja,
que con el paso de los dias se oscurecia, hasta llegar a una coloracion café/grisacea.

e Se encontraron picos de degradacion de t-RSV, a los tiempos de retencion de 0.7 min, 1.0
min, 1.4 min, 1.8 min y 5.0 min. El pico de c-RSV se encontré en tr=3.9 min. En un tr=3.2

se encontrd un pico de degradacién que se sugiere puede ser resveratrona.
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8. Aplicacion

La metodologia analitica, desarrollada y validada por HPLC acoplada a DAD servira para:

e La identificacion y cuantificacion especifica de trans-resveratrol en presencia de su
principal isomero y/o producto de degradacion, cis-resveratrol.

e La evaluacidn de la estabilidad de resveratrol en una formulacion parenteral de acuerdo a
la NOM-073-SSA1-2005.

9. Perspectivas

e Verificar la estabilidad de almacenado de la muestra para conocer en qué condiciones y
tiempos puede dar resultados confiables.

e Realizar otros criterios de robustez como temperatura y otras marcas de columna.

e Adaptar la metodologia desarrollada para otro tipo de productos farmacéuticos y muestras
biol6gicas, como plasma, tejidos, orina, heces u otras.

e Evaluar la estabilidad de resveratrol por horas en condiciones de peréxido, hidroxido y luz
a una longitud de onda a 365nm para obtener una mejor cinética de comportamiento.

e Realizar una metodologia para identificar las estructuras moleculares de los otros productos
de degradacion de trans y cis-resveratrol generados por condiciones de estrés.

e Desarrollo y validacion para otros productos de degradacion de trans y cis-resveratrol.

e Realizar la farmacocinética de productos de degradacion de trans y cis-resveratrol para

evaluar si presentan efectos farmacoldgicos.
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11.1. Preparacion de soluciones

Solucién diluente

Medir aproximadamente 100 mL de Etanol grado ACS al 99.9% de pureza 'y 100 mL de Agua tipo
1 con ayuda de una probeta de 100 mL. Colocar ambas sustancias en un vaso de precipitado de

250 mL y mezclar con ayuda de una varilla de vidrio por 2 minutos.

Formiato de Amonio pH=4, 10 mM

Pesar exactamente 631 mg de Formiato de amonio, con 99.9% de pureza en un vaso de precipitado
de 100 mL. Agregar 40 mL de agua tipo 1 al vaso de precipitado, y dejar reposar hasta completa
disolucion del FA (aproximadamente 5 min). Medir 200 pL de Acido Férmico grado RA al 89.2%
de purezay agregar a la solucién del vaso precipitado. Verter la solucion del vaso precipitado a un
matraz aforado de 1 litro. Realizar tres enjuagues al vaso precipitado con agua tipo 1. Llevar a
volumen de aforo con agua tipo 1. Medir el pH con ayuda del potenciometro. En caso de que el
pH no sea igual a 4, ajustar con Acido Formico. Posteriormente filtrar la solucion al vacio con
ayuda del matraz kitazato y el equipo de filtracién, con papel Milipore tipo HVLP de 0.45 um de
poro de particula. Posterior a la filtracién, vaciar la solucion en recipiente de 1 L de boro silicato
y desgasificar por 15 min con ayuda del ultrasonicador.

Solucién de Acetonitrilo

Medir aproximadamente 500 mL de Acetonitrilo grado HPLC, al 99.9% de pureza, con ayuda de
una probeta de 500 mL. Posteriormente filtrar la solucion al vacio con ayuda del matraz kitazato
y el equipo de filtracion, con papel Milipore tipo HVLP de 0.45 um de poro de particula. Posterior
a la filtracién, vaciar la solucion en recipiente de 500 mL de boro silicato y desgasificar por 15

min con ayuda del ultrasonicador.
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Solucién de lavado de HPLC

Medir aproximadamente 250 mL de Metanol grado ACS al 99.9% de pureza 'y 100 mL de Agua
tipo 1 con ayuda de una probeta de 250 mL. Colocar ambas sustancias en un vaso de precipitado
de 500 mL y mezclar con ayuda de una varilla de vidrio por 2 minutos. Posteriormente filtrar la
solucién al vacio con ayuda del matraz kitazato y el equipo de filtracion, con papel Milipore tipo
HVLP de 0.45 um de poro de particula. Posterior a la filtracion, vaciar la solucion en recipiente

de 500 mL de boro silicato y desgasificar por 15 min con ayuda del ultrasonicador.

Solucién patrén de t-RSV: concentracion de 21 pg/mL

Pesar en una pesa muestras 15 mg de t-RSV estandar al 99.9% de pureza, vaciar en un matraz
aforado de 100 mL. Realizar tres enjuagues a la pesa muestras, con solucion diluente. Llevar a
volumen de aforo con solucion diluente. Tomar un alicuota de 7 mL de la solucion anterior y

trasvasarla a un matraz de 50 mL, llevar a la marca de aforo con solucién diluente.

Solucién estandar al 100% del analito: concentracién de 4.2 x0/mL de t-RSV

Medir 2 mL de solucién patron de t-RSV y colocar en un matraz aforado de 10 mL. Llevar a

volumen de aforo con solucion diluente.

Soluciones del sistema

A partir de la solucion patron de t-RSV medir el volumen de analito, de acuerdo a la solucion que
se desee preparar (Tabla 37) y verter en un matraz aforado de 10 mL, llevar a volumen de aforo

con solucion diluente.
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Tabla 37. Volumen de analito requerido de t-RSV para cada solucion del sistema.

Solucion | Volumen de analito (mL) | Concentracion de t-RSV (ug/mL)
1. 0.25 0.525
2 0.5 1.050
3 1.0 2.100
4. 2.0 4.200
5 4.0 8.400
6 8.0 16.800

Solucién de placebo adicionado de t-RSV

Pesar la cantidad requerida de materia prima de resveratrol con 50% de pureza, de acuerdo con la

solucion que se desee preparar (Tabla 38) en una pesa muestras y vaciar en un matraz aforado de

25 mL. Realizar tres enjuagues a la pesa muestras, con placebo de F16. Llevar a volumen de aforo

con placebo de F16. Tomar un alicuota de 1 mL de la solucidn anterior y trasvasarla a un matraz

de 20 mL, llevar a la marca de aforo con solucion diluente. De esta Gltima solucion preparada

medir un alicuota de 0.5 mL y verter en un matraz aforado de 25 mL, llevar a la marca de aforo

con solucion diluente.

Tabla 38. Cantidad requerida de RSV materia prima para cada solucion placebo adicionado.

Solucion | Materia Prima (mg) | mgde t-RSV | Concentracion (ug/mL) | Porcentaje (%)

1. 140.0 70.00 2.80 80.0

2 157.5 78.75 3.20 90.0

3 175.0 87.50 3.50 100.0

4, 192.5 96.25 3.90 110.0

5) 210.0 105.00 4.20 120.0
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Soluciones del ensayo de estabilidad

Medir 0.5 mL de Formulacién 2 o Formulacion 16 y verter en un matraz aforado de 50 mL, llevar

a volumen de aforo con solucién diluente. De esta solucién tomar 3 mL y vaciar en un matraz

aforado de 25 mL. Llevar a volumen de aforo con la solucion correspondiente (Tabla 39).

Para la solucion estandar de t-RSV, medir 5 mL de solucion patrén de t-RSV y colocar en un

matraz aforado de 25 mL. Llevar a volumen de aforo con la solucién correspondiente (Tabla 39).

Tabla 39. Solucion de aforo de acuerdo con el tipo de degradacion.

Tipo de degradacion

Condicion Experimental

Solucion de aforo

HCI 0.1 N HCIO0.1N
Hidrdlisis NaOH 0.1 N NaOH 0.1 N
Formulacion Control Solucion diluente
Oxidacién H202 3% H202 3%
Luz: Oscuridad
Fotdlisis Luz 3: A=365 nm
Luz: Ambiente
Céamara de calor 1 Solucion diluente
Céamara de calor 2
Térmico

Cémara de calor 3

Camara de calor 4
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11.2. Formulas

Media Aritmética __XYy
X = n
Desviacion Estandar
_ n&y?) - Ey)?
nn-—1)
- - s
Coeficiente de variacion CV = 2x100
y
Pendiente . XXy — XXXy
T Yt — (X x)?
Ordenada al origen XY —b Xx
by =—7/——
n
Coeficiente de determinacion nYxy—YxYy)?

2

T I - 0Dy - D)

Intervalo de confianza _ S
IC =y ttygrsn-1 X—=

Vn

Diferencia absoluta |d;| = ly1 — ol
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11.3. Resultados de seleccion de volumen de inyeccion

Tabla 40. Datos cromatograficos de la seleccion del volumen de inyeccion.

Vol. (uL) tr (min) Area Vol./area | %Recobro | Altura | Ancho(s) | Coleo | k
2.5 2.57 718860 287544 99.5 41582 19 1.21 | 4.25
2.5 2.73 723310 289324 100.1 41844 20 1.2 4.25
25 2.54 728126 291250 100.8 41467 19 1.24 | 4.26

5 2.6 1440394 288079 99.7 112405 20 1.22 | 424
5 2.6 1434218 286844 99.3 113325 20 1.2 4.26
5 2.6 1426650 285330 98.8 112317 20 1.21 | 4.27
10 2.59 2879493 | 287949 99.7 231999 20 1.25 | 4.26
10 2.59 2851669 | 285167 98.7 233397 20 1.22 | 4.26
10 2.6 2906611 290661 100.6 231001 20 1.23 | 4.28
15 2.59 4281386 285426 98.8 344748 22 1.20 | 4.26
15 2.6 4288856 285924 99.0 343912 22 1.22 | 4.27
15 2.61 4293181 286212 99.1 341102 21 1.22 | 4.28
20 2.6 5813018 290651 100.6 408734 22 1.21 | 4.28
20 2.57 5717781 285889 98.9 422324 23 1.2 4.30
20 2.57 5782601 289130 100.1 419575 23 1.24 | 432
25 2.6 7272882 290915 100.7 481523 25 1.21 | 4.30
25 2.58 7228712 289148 100.1 484444 25 1.25 | 4.35
25 2.57 7299319 291973 101.1 485330 26 1.22 | 4.29
30 2.56 8564342 285478 98.8 517729 25 1.22 | 4.38
30 2.57 8571033 285701 98.9 516220 25 1.2 4.30
30 2.58 8527790 | 284260 98.3 494986 25 1.21 | 431

x 2.59 | 4416678 287755 99.59 1.22

S 0.04 | 2792872 2376.75 0.83 0.02

C.V. 1.40 63.23 0.83 0.83 1.31
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11.4. Resultados de la proporcion de la fase maévil y flujo de inyeccion

Tabla 41. Datos cromatograficos de la seleccion de fase movil y flujo.

Condicion tc (min) | Nombre | tr (min) | Area | Altura | Ancho (s) Rs

FA:ACN (55:45) 4 t-RSV 1.90 202605 41347 14 1.29
0.7 mL/min c-RSV 2.24 238438 45956 17

FA:ACN (55:45) 3 t-RSV 1.49 178262 | 37390 13 1.04
0.8 mL/min c-RSV 1.72 197660 40208 14

FA:ACN (60:40) 4 t-RSV 1.75 203226 | 39525 15 1.16
0.7 mL/min c-RSV 2.08 239463 41909 19

FA:ACN (60:40) 4 t-RSV 1.74 182981 36864 16 1.28
0.8 mL/min c-RSV 2.12 208008 | 38912 19

FA:ACN (65:35) 4 t-RSV 2.08 205952 | 36428 17 1.80
0.7 mL/min c-RSV 2.67 233961 | 35815 22

FA:ACN (65:35) 4 t-RSV 2.15 196023 36104 19 1.76
0.8 mL/min c-RSV 2.82 206217 34404 21

FA:ACN (65:35) 4 t-RSV 1.88 181831 | 35114 21 2.01
0.9 mL/min c-RSV 2.46 185193 | 32819 19

FA:ACN (70:30) 5 t-RSV 2.39 223595 | 32216 31 2.21
0.7 mL/min c-RSV 3.53 233586 26802 30

FA:ACN (70:30) 5 t-RSV 2.93 190441 31495 20 3.74
0.8 mL/min c-RSV 4.32 199079 26723 24

FA:ACN (70:30) g |URSV 270 | 176666 | 29688 27 2.91
0.9 mL/min c-RSV 3.94 179586 | 25355 24

FA:ACN (75:25) 10 t-RSV 511 220721 24880 45 4.68
0.7 mL/min c-RSV 8.78 237298 16890 49

FA:ACN (75:25) 12 t-RSV 5.14 218138 | 24542 33 5.50
0.8 mL/min c-RSV 8.85 236176 | 16615 48

tc — tiempo de corrida
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11.5. Resultados de la adecuabilidad

Tabla 42. Datos cromatograficos de la adecuabilidad del sistema.

=
2
S | [t-RSV] | tr < Ancho
g _ Area <3 Altura N Coleo | K’
% | (ug/mL) | (min) 3 (s)
(2] D
o
X
1 4.2 2.63 | 293343 100.24 43319 30 44235 | 1.22 4.26
2 4.2 2.64 | 292031 99.79 43047 30 44504 | 1.21 4.27
3 4.2 2.65 | 293544 100.31 43344 30 448.76 | 1.21 4.30
4 4.2 2.65 | 291910 99.75 42962 30 450.80 | 1.21 431
5 4.2 2.66 | 292377 99.91 42762 30 45352 | 1.23 4,32
6 4.2 2.67 | 292643 100.00 42844 30 45488 | 1.21 4.33
x 2.64| 292641 100.00 43046 30| 449.23 1.22 4.30
S 0.01| 675.93 0.23| 241.60 0.00 4.86 0.01 0.03
C.V. 0.54 0.23 0.23 0.56 0.00 1.08 0.51 0.67
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11.6. Resultados de la linealidad del sistema

Tabla 43. Datos cromatograficos de linealidad del sistema.

Sistema | [t-RSV] pg/mL tr Area Areal/[RSV] Altura K Coleo
1 0.525 2.56 44391 84554.29 7232 4,13 1.20
2 0.525 2.56 44345 84466.67 6674 4,12 1.18
3 0.525 2.56 44361 84497.14 7153 4,12 1.17
4 1.05 2.58 88502 84287.62 13503 4.16 1.20
5 1.05 2.6 88596 84377.14 13493 4.16 1.17
6 1.05 2.6 88538 84321.91 13785 4,19 1.20
7 2.1 2.59 172550 82166.67 25955 4.2 1.18
8 2.1 1.58 172331 82062.38 26364 4.19 1.18
9 2.1 2.55 172499 82142.38 26390 417 1.18
10 4.2 2.52 343956 81894.29 54770 4.1 1.20
11 4.2 2.52 343318 81742.38 55436 4.04 121
12 4.2 2.55 344238 81961.43 54478 4.04 1.18
13 8.4 2.56 688581 81973.93 112146 4,11 1.18
14 8.4 2.57 684886 81534.05 112396 4,13 1.18
15 8.4 2.56 688587 81974.64 112030 4,12 1.18
16 16.8 2.54 1390918 82792.74 241601 4.08 1.20
17 16.8 2.52 1399481 83302.44 232419 4.03 121
18 16.8 2.52 1392882 82909.64 234727 4.04 1.20

x 2.56 455164 82942.32
S 0.3| 484759.90 1153.97
C.V. 1.0 106.5021 1.39
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11.7. Resultados de precision y exactitud

Tabla 44. Resultados del analisis de porcentaje de recuperacion para la exactitud y precision del método.

% t,-RSV mg MP mg,t-_RSV [mg t_-F_QSV/mL] Area de t- [mg t-RSV/mL] % de recuperacion de [EJ[A]
tedrico real tedricos Adicionada RSV Estimada t-RSV

80 140.05 70.03 2.8 210337 2.90 103.62 1.03
80 140.00 70.00 2.8 204165 2.82 100.52 1.00
80 140.00 70.00 2.8 200777 2.77 98.80 0.99
80 140.00 70.00 2.8 201781 2.78 99.31 0.99
80 140.04 70.02 2.8 201033 2.77 98.91 0.99
80 140.00 70.00 2.8 209914 2.90 103.44 1.03
100 175.01 87.51 35 255367 3.54 101.22 1.01
100 175.00 87.50 35 251696 3.49 99.73 0.99
100 175.02 87.51 35 249428 3.46 98.80 0.99
100 175.00 87.50 35 253857 3.52 100.61 1.00
100 175.00 87.50 35 254785 3.53 100.99 1.00
100 175.03 87.52 35 254059 3.52 100.67 1.00
120 210.02 105.01 4.2 299830 4.18 99.40 0.99
120 210.04 105.02 4.2 299233 4.17 99.19 0.99
120 210.01 105.01 4.2 297613 4.14 98.65 0.99
120 210.03 105.02 4.2 301663 4.20 100.01 1.00
120 210.02 105.01 4.2 301789 4.20 100.06 1.00
120 210.02 105.01 4.2 298209 4.15 98.85 0.98

x 100.16 1.00

S 1.47 0.02

C.v. 1.47 1.47
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11.8 Resultados de linealidad del método
Tabla 45. Resultados del analisis de porcentaje de recuperacion para la linealidad del método.
% t-RSV mg MP mg t-RSV [mg t-RSV/mL] Area de [mg t-RSV/mL] % de recuperacion [EV[A]
tedrico real tedricos adicionada t-RSV estimada de t-RSV

80 140.05 70.03 2.8 210337 2.9025 103.62 1.04
80 140.00 70.00 2.8 204165 2.8147 100.52 1.00
80 140.04 70.02 2.8 200777 2.7665 98.78 0.99
90 157.49 78.75 3.1 227183 3.1420 99.75 0.99
90 157.50 78.75 3.2 229186 3.1705 100.65 1.00
90 157.50 78.75 3.2 226513 3.1325 99.44 0.99
100 175.01 87.51 3.5 255367 3.5428 101.22 1.01
100 175.00 87.50 3.5 251696 3.4906 99.73 0.99
100 175.00 87.50 3.5 249428 3.4583 98.81 0.99
110 192.52 96.26 3.9 278038 3.8652 100.38 1.00
110 192.53 96.27 3.9 276981 3.8502 99.99 0.99
110 192.50 96.25 3.9 276370 3.8415 99.78 1.00
120 210.02 105.01 4.2 301663 4.2011 100.02 1.00
120 210.04 105.02 4.2 301789 4.2029 100.05 1.00
120 210.01 105.01 4.2 298209 4.1520 98.85 0.99

x 100.11 1.00

S 1.20 0.01

C.V. 1.19 1.19
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11.9.

Resultados de repetibilidad y reproducibilidad.

Tabla 46. Resultados del andlisis de porcentaje de recuperacion para la reproducibilidad y repetibilidad.

5 5 Resultado
Sistema at blaz promedio

Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 global
1 99.83 99.69 99.19 99.69 99.60
2 100.02 99.67 100.05 99.68 99.86
3 99.71 99.34 99.35 99.50 99.48
4 99.83 100.38 99.46 99.37 99.76
5 100.15 100.27 99.58 99.32 99.83
6 100.77 99.71 100.23 99.26 99.99

X 100.05 99.85 99.64 99.4716 99.7431

S 0.39 0.40 0.41 0.19 0.4010

C.v. 0.39 0.40 0.41 0.19 0.4021

N 6.0 6.0 6.0 6.0 24.0000

VN 2.45 2.45 245 2.45 4.8990

g. 1 5.0 5.0 5.0 5.0 23.0000

t 4.30 4.30 4.30 4.30 4.3027

s/r? 0.16 0.16 0.17 0.08 0.0819

S 0.68 0.70 0.72 0.33 0.3522

LimS 100.73 100.55 100.36 99.80 100.10

Lim | 99.38 99.15 98.92 99.15 99.39
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11.1. Resultados de robustez
Tabla 47. Resultados del andlisis de porcentaje de recuperacion para la robustez del método.
Factor Volumen de inyeccién Fase Movil pH de Fase Movil FA
Variacion 10 uL 9uL 11 ub Fébgg)N Féég%N Fé'lg‘g)N pH=4 pH=3 pH=5
Area 337872 305091 376796 326285 340704 344321 276015 290916 283767
Area 335873 304030 377060 331344 339070 344918 276482 294231 282752
Area 337476 304883 377120 330664 340758 343344 274579 296664 283016
Area 337550 304003 377064 327151 339305 343006 274695 293016 282470
Area 333468 304799 377556 333403 337330 345348 273630 292340 280866
Area 336320 305017 377328 326849 336590 346584 273345 296795 281990
%Recuperacion 100.62 100.16 99.86 99.13 100.88 99.81 100.45 98.95 100.46
%0Recuperacion 100.03 99.81 99.93 100.67 100.39 99.98 100.62 100.08 100.10
%Recuperacion 100.51 100.09 99.95 100.46 100.89 99.53 99.92 100.91 100.19
%Recuperacion 100.53 99.80 99.93 99.40 100.46 99.43 99.97 99.67 100.00
%Recuperacion 99.31 100.06 100.06 101.30 99.88 100.11 99.58 99.44 99.43
%Recuperacion 100.16 100.13 100.00 99.31 99.66 100.46 99.47 100.95 99.83
x 100.19 100.01 99.96 100.05 100.36 99.89 100.00 99.99 100.00
S 0.49 0.16 0.07 0.89 0.51 0.38 0.46 0.81 0.35
C.V. 0.49 0.16 0.07 0.89 0.51 0.39 0.46 0.81 0.35
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
VN 2.45 2.45 2.45 2.45 2.45 2.45 2.45 2.45 2.45
g.l. 5 5 5 5 5 5 5 5 5
t 4.30 4.30 4.30 4.30 4.30 4.30 4.30 4.30 4.30
s/r2 0.20 0.07 0.03 0.36 0.21 0.16 0.19 0.33 0.14
s 0.86 0.28 0.12 1.56 0.89 0.68 0.80 1.42 0.61
LimS 101.05 100.29 100.08 101.60 101.25 100.56 100.80 101.42 100.61
Liml 99.33 99.73 99.84 98.49 99.47 99.21 99.20 98.58 99.39
|di| < 2.0 0.18 0.24 |di| < 2.0 0.32 0.16 |di| <2.0 0.00 0.00

Esmeralda Mota Lugo

Pagina 126




W 7 5
G A T
S |
S i T

Anexos

Tabla 47. Resultados del andlisis de porcentaje de recuperacién de t-RSV para la robustez del método (Continuacion).

Factor No. De serie de la columna Equipo
Variacion W23331X 020 W22121V 041 W32581T 016 HPLC UPLC
Area 335487 347397 351744 278907 320370
Area 326290 344802 353227 277783 320156
Area 332453 339424 352148 277294 318866
Area 334670 345582 356842 278273 318404
Area 335509 345319 358999 279436 319449
Area 336155 337217 353755 279302 319627
%Recuperacién 100.62 101.20 99.24 100.15 100.29
%Recuperacion 97.86 100.44 99.65 99.74 100.22
%Recuperacién 99.71 98.87 99.35 99.57 99.82
%Recuperacion 100.37 100.67 100.67 99.92 99.67
%Recuperacion 100.62 100.59 101.28 100.34 100.00
%Recuperacion 100.82 98.23 99.80 100.29 100.06
x 100.00 100.00 99.99 100.00 100.00
S 1.12 1.17 0.81 0.31 0.24
C.V. 1.12 1.17 0.81 0.31 0.24
N 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0
VN 2.45 2.45 2.45 2.45 2.45
g.l. 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
t 4.30 4.30 4.30 4.30 4.30
s/r2 0.46 0.48 0.33 0.13 0.10
s 1.96 2.05 1.42 0.54 0.41
LimS 101.96 102.05 101.42 100.54 100.42
Lim | 98.04 97.95 98.58 99.46 99.59
|di] <2.0 0.00 0.00 |di| < 2.0 0.01
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Resultados del ensayo de estabilidad.

11.2.1. Cromatogramas de degradacion forzada por hidrolisis

Temperatura 40° C

STD F2
| Dia 5 ) L Dia 5 Dia 5
Dia 3 o \ Dia 3 Dia 3
Dia 1 Y \ Dia 1 Dia 1
) Dia 0 \ Dia 0 Dia 0
oo | 100 | Zoo | =m0 | 400 so0 | 600 oo | too | 200 | ao0 400 s00 600 000 oo | 200 3go | 400 ' se0 | 800
Minutes Minutes Minutes
Temperatura 60° C
STD F2
L Dia 5 - Dia 5 M Dia 5
. Dia 3 Dia 3 Dia 3
L Dia 1 Dia 1 Dia 1
L Dia 0 Dia 0 ) Dia 0
000 100 200 300 400 500 600 000 100 200 300 480 S00 800 000 3.00 400 500 6.00
Minutes Minutes Minutes
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Figura 35. Comparacion de cromatogramas de Formulacién control por dia.

Temperatura 40° C

STD F2

Dia 5 S -
y Dia 3 Y N

Dia1 L t i
i Dia 0

1 Dia 0 - J
000 1p0 200 a0 40 | so0 600 000 1e0 200 aco 400 se0 800 000 100 200 300 400 500 6.00
Minutes Minutes Minutes
Temperatura 60° C
STD F2 F16
u Dia 5 ¥ Dia 5 Dia 5
4 Dia 3 " L Dia 3 e Dia 3
L Dia 1 e g Dia 1 . Dia 1
\ Dia 0 N\ Dia 0 ] Dia 0
000 100 200 30 40 s 600 000 100 200  age 400  so0  seo ooo | 1o0 200 | 300 | 400 ' se 600
Minutes Minutes Minutes

Figura 36. Comparacion de cromatogramas de HCI 0.1 N por dia.
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Figura 37. Comparacion de cromatogramas de NaOH 0.1 N por dia.
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2.2 Cromatogramas de degradacion forzada por oxidacion
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Figura 38. Comparacion de cromatogramas de H202 3% por dia.
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11.2.3. Cromatogramas de degradacion forzada térmica
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Figura 39. Comparacion de cromatogramas de 4° y 25° C por dia.
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Temperatura 40° C
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Figura 40. Comparacion de cromatogramas de 40° y 60° C por dia.
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2.4, Cromatogramas de degradacion forzada por fotolisis
Luz: Ambiente
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Figura 41. Comparacion de cromatogramas de fotélisis por dia
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